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Sommaire
La sous-unité transmembranaire, gp4l, de la glycoprotéine virale du VIH
1, se subdivise en trois domaines qui ont chacun des rôles distincts. De
nombreuses études ont démontré l’importance de l’ectodomaine de la gp4l dans
le processus de fusion virale. Le domaine transmembranaire est responsable de
l’ancrage de la glycoprotéine à la membrane mais son implication au niveau de la
fusion reste à définir. Quant au domaine cytoplasmique, il contient un motif de
ciblage à base de tyrosine (YSPL) responsable du bourgeonnement polarisé du
virus et de la glycoprotéine virale du côté basolatéral des cellules épithéliales
polarisées. De plus, ce motif est responsable de l’internalisation des
glycoprotéines virales présentes à la surface des cellules.
L’objectif premier de ce travail visait à identifier les séquences
moléculaires responsables du ciblage polarisé et de l’internalisation. Afin de
séparer les deux phénomènes, la stratégie retenue consistait à substituer par des
alanines, et ce de manière individuelle, les acides aminés flanquant la tyrosine
responsable de la polarisation et de l’internalisation. Les résultats obtenus ont
démontré que la substitution de la glycine adjacente à la tyrosine provoque
l’augmentation du niveau de glycoprotéines à la surface des cellules, par rapport
au niveau de la protéine sauvage. Ceci suggère que la substitution entraîne la
perte du signal d’internalisation. En revanche, cette substitution permet toujours
le ciblage de la glycoprotéine et le bourgeonnement viral au domaine basolatéral
chez les cellules épithéliales polarisées utilisées. Les autres mutants ponctuels
semblent conserver l’internalisation de la glycoprotéine mais ils perdent le ciblage
basolatéral. De plus, il semble que la distribution de la capside virale soit
influencée, lorsque les glycoprotéines sont ciblées au domaine basolatéral des
cellules polarisées MDCK-T4/R4.
La seconde partie de nos travaux a permis d’établir que la substitution du
domaine transmembranaire de la gp4l par celui de la protéine HA du virus
influenza (mutant 1M-HA) ou la délétion de l’isoleucine en position 642 de
‘ectodomaine (mutant A1642), qui empêche la maturation de la glycoprotéine,
abolissent tous deux l’infectivité. Les résultats obtenus ont montré que les deux
iv
mutants peuvent se lier au récepteur CD4, mais qu’ils sont incapables d’entraîner
la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane cellulaire. L’inhibition de la
fusion peut avoir lieu non seulement en présence de molécules prévenant le
clivage du précurseur, mais également en présence de molécules chez
lesquelles le domaine d’ancrage à la membrane est altéré. Il a également été
démontré que ces deux classes de mutants peuvent agir comme trans-dominants
négatifs puisqu’ils inhibent l’infectivité du VIH-1, suite à la formation d’un hétéro
oligomère avec la glycoprotéine sauvage.
Ces études ont donc mené à l’identification des acides aminés impliqués
dans le ciblage polarisé, dans l’internalisation et la fusion, ce qui permet de mieux
comprendre le rôle joué par la glycoprotéine virale lors de l’assemblage de la
particule virale et de l’infection par le VIH-1.
Mots clés : internalisation; polarisation; assemblage; bourgeonnement polarisé;
cellule épithéliale; VIH-1; glycoprotéine virale; fusion; mutant trans-dominant
négatif.
VAbstract
The transmembrane subunit, gp4l, of HIV-1 s subdivided into three
domains each with their own distinct role. Ihe ectadomain is able ta mediate
fusion between viral and target celi membranes. The membrane-spanning
domain (MSD) cf gp4l is responsible for anchoring the envelope glycoproteins on
the lipid bilayer but many questions remain concerning its implication in the fusion
process. The last domain, the intracytoplasmic domain of the HIV-1 gp4l
glycaprotein, harbors a tyrosine-based (YSPL) signal involved in targeting bath
viral particles and the glycoprotein at the basalateral damain cf palarized
epithelial cells and in downmodulation of the glycopratein fram the ceil surface via
endocytasis. The dual role of the signal renders complex the analysis af its role in
viral replication and assembly.
The main goal af this study was to delineate the malecular determinants
responsible for the polarized targeting and for the endocytosis cf the glycaprotein
present at the celi surface. An alanine scan mutagenesis was performed an the
glycaprotein intracytoplasmic region, encampassing the tyrosine, n an effort ta
separate endacytic from basalateral targeting signal. Substitution cf the glycine
residue preceding the tyrosine increased steady-state levels 0f the glycoprotein at
the cell surface, suggesting loss af endocytic signal, while basolateral targeting
remained unaffected. In contrast, ather amino acids substitutions, except for that
of the critical tyrasine residue, resulted in a lass of basolateral targeting while
level af glycoprotein at the celI surface was essentially unaffected. lnterestingly, a
punctuate distribution af the capsid prateins was noticed in presence of
glycaproteins that retained the basolateral targeting in palarized MDCK-T4/R4 ceil
line.
The second part of our study showed that twa mutant glycoprateins, the
first mutant named 1M-HA, which is a chimeric pratein obtained by replacing the
MSD of gp4l by the ane af the HA protein of the influenza virus and the second
mutant which has a deletian af an isoleucine in position 642 of the ectodamain
(mutant £I642) and wha had also lost gpl2O maturation, had bath lost the ability
ta infect celI. The next step was ta determine if these twa mutant glycaprateins,
vi
TM-HA and il642, could abolished viral infectivity in presence of WT
glycoprotein. The resuits also showed that both mutant glycoproteins were able ta
bind ta intracellular CD4, which suggested that fusion inhibition was post-CD4
binding. An entry assay using the 3-iactamase-Vpr (BIaM) fusion protein showed
that bath virus mutants were unable ta enter the oeil, most probably due ta a
defect in tusogenic activity. We also showed that bath mutant glycoproteins, TM
HA and l642, were dominant-negative mutants that abolished viral infectivity in
presence of WT envelope by forming hetero-oligomers.
Overali, these resuits indicate that it is possible ta separately alter and
modulate the different phenotypes conferred by the intracytoplasmic domain of
HIV-1 envelope glycoprotein to further examine their raies in HIV-1 replication
and pathogenesis. This study also showed that both changes, in the ectodomain
or the MSD of gp4l, can inhibit membrane fusion.
Key words: endocytosis; polarized budding; epithelial oeIl; H IV-1; glycoprotein;
dominant-negative mutant; fusion
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CHAPITRE 1:
REVUE DE LA
LITTÉRA TURE
1. Introduction
Depuis plus de 20 ans, des scientifiques à travers le monde unissent leurs
efforts afin de mieux comprendre le VIH-1 et de développer de nouvelles
thérapies qui permettront d’enrayer l’épidémie du SIDA. À ce jour, il existe un bon
nombre de thérapies qui permettent de ralentir la progression de la maladie mais
aucune ne permet d’éliminer le virus chez les patients infectés. Ceci s’explique en
partie par la haute fréquence de mutations chez certains gènes du VIH-1 et par le
fait que le génome viral s’intègre au génome de la cellule infectée.
Afin de développer des thérapies plus efficaces, une meilleure
compréhension des étapes menant à la synthèse de la particule virale est
essentielle. Le VIH-1, comme tous les virus, est un parasite qui doit utiliser la
machinerie de la cellule hôte afin d’assurer sa survie. L’assemblage des
protéines responsables de la formation de la particule virale dépend de la
présence de plusieurs protéines cellulaires. C’est tout aussi vrai pour le
bourgeonnement et la relâche du virus qui dépendent également de la
machinerie cellulaire. En effet, la composition lipidique et protéique des domaines
membranaires de la cellule influence le transport à la fois de la particule virale et
de ses glycoprotéines. Cette dernière est également responsable de la relâche
du virus à des endroits spécifiques de la cellule248322. Le transport de la particule
virale est également influencé par certaines séquences en acides aminés
spécifiques qui sont présentes dans les glycoprotéines viralest249. C’est
l’interaction de ces séquences avec des protéines cellulaires qui permettront le
ciblage spécifique des glycoprotéines virales à des domaines de la membrane
plasmique des cellules épithéliales polarisées14.
La machinerie cellulaire est également impliquée dans la maturation des
glycoprotéines virales du VIH-1. C’est ainsi qu’en l’absence des protéases
cellulaires, responsables du clivage des glycoprotéines gpl6O, ces dernières ne
peuvent assurer l’infection d’autres cellules cibles. L’internalisation des
glycoprotéines virales non-incorporées dans la particule virale joue un rôle dans
la pathogenèse virale en limitant la quantité de glycoprotéines virales à la surface
de la cellule. De ce fait, elle facilite la relâche du virus et évite la surinfection et la
3reconnaissance par le système immunitaire. L’internalisation se tait également
par l’intermédiaire des protéines cellulairest177.
Cette revue de la littérature se veut être un résumé des connaissances
actuelles sur les éléments viraux et cellulaires impliqués dans l’assemblage, le
bourgeonnement et la relâche du VIH-J. Tout au long de cette revue, l’emphase
sera mise sur la biologie de la glycoprotéine d’enveloppe virale.
42. Le syndrome de I’immunodéflcience acquise (SIDA)
Bien que ce chapitre porte majoritairement sur la biologie du virus, il
semble tout d’abord approprié d’énoncer quelques notions relatives à l’épidémie
du SIDA.
2.1 Origine
Depuis son apparition au début des années 1980, le SIDA suscite toujours
autant de discussions et de questionnement dans la communauté scientifique
quant à son origine. Les premiers cas de SIDA sont apparus aux États-Unis, en
1980, parmi la population d’hommes homosexuels vivants à New York et à San
Francisco. Les patients développaient des infections opportunistes rares ainsi
que des cancers résistants à toutes formes de traitements.
Plusieurs données de la littérature montrent que les rétrovirus humains
existaient probablement déjà au début des années 1900. Cependant, il a fallu
attendre jusqu’en 1980 avant que les premiers exemples soient identifiés. Par la
suite, les études n’ont cessé de s’accumuler. On doit l’identification du premier
rétrovirus humain à l’équipe du docteur Gallo. Ce rétrovirus, nommé HTLV
(human T-leukemia virus) à cause de son tropisme pour les lymphocytes T, a par
la suite été identifié comme étant l’agent responsable de la leucémie à cellules T
chez l’adultet339 Jusqu’à maintenant, deux groupes distincts de rétrovirus
humains ont été identifiés; les rétrovirus à leucémie (HTLV-l et HTLV-ll) ainsi que
les rétrovirus à immunodéficience (VIH-1 et VlH-2)127t. Le VIH-l a par la suite été
identifié comme étant l’agent étiologique responsable de l’épidémie du SIDA à
travers le mondet23 343) Des études sérologiques suggèrent que le berceau du
VIH-1 se trouve en Afrique centrale. Par la suite, un second rétrovirus humain,
VIH-2, a été identifié principalement chez les populations d’Afrique de l’ouestt74
75) Bien qu’étant le seul autre rétrovirus humain, le VIH-2 s’apparente plus au
virus d’immunodéficience simien (VIS) présent chez les macaques en captivité
qu’au VIH-1, et il est très différent au niveau génétique du VIH-1 (7, 133, 160) Même
s’il est clair que le VIH-1 est responsable du SIDA, il existe quelques hypothèses
dans la littérature sur l’origine exacte de ce syndrome. Si on fait abstraction des
5hypothèses les plus loufoques, l’hypothèse de la transmission du virus suite à
une campagne de vaccination contre le virus de la poliomyélite, tenue dans la
République démocratique du Congo entre 1957 et 1960, semblait la plus
plausible. Il semble que le vaccin, fabriqué à l’aide de cellules de chimpanzés
séjournant dans la région, aurait été contaminé par des particules de rein de
chimpanzés contaminées par le VIS. Cependant, cette hypothèse a vite été
remise en question en Des études ont démontré que les chimpanzés de
la République démocratique du Congo, région où la vaccination a eu lieu, sont
bien infectés par une souche de VIS mais cette souche est totalement différente
au niveau phylogénétique des souches connues du VIH-1. Il semble toutefois
certain que les souches variantes, réparties dans les groupes M, N et O, connues
du VIH-1 sont toutes liées à une espèce de chimpanzés native de l’Afrique
centralet394 479)• L’hypothèse qui demeure à ce jour la plus plausible repose sur le
concept “bushmeat hunting. En effet, l’exode des populations africaines dans la
forêt durant la seconde guerre mondiale aurait contribué à la transmission du
virus du chimpanzé à l’homme. Le nombre élevé d’individus ayant recours à la
chasse pour subvenir à leurs besoins et les techniques de chasse auraient facilité
la transmission du virust67.
2.2 Pathogenèse, immunité et estimation mondiale de l’épidémie
Le VIH-1 peut infecter plusieurs types de cellules chez son hôte. Parmi les
nombreux types cellulaires qui supportent l’infection par le VIH-1 in vitro, il est
possible d’inclure : les cellules dendritiques du sang périphérique, les cellules NK,
les cellules de Langerhans, les cellules CD8, les astrocytes, les cellules
épithéliales rénales, les cellules des muqueuses rectale et vaginale ainsi que
plusieurs tissus provenant des poumons, du foie, des testicules et des glandes
salivaires. Cependant, les deux seuls types de cellules constamment infectés par
le VIH-1, in vivo, sont les lymphocytes T CD4 ainsi que les macrophagest240 365)•
La succession d’événements qui conduisent au développement du SIDA
suite à l’infection par le VIH-1 peut se décrire en trois étapes (Figure 1). La
première a lieu durant les premiers mois qui suivent l’infection de l’individu par le
6Figure 1
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Représentation des étapes qui mènent au développement du SIDA suite à
l’infection parle virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). La figure
a été tirée de Coffin, J.M., Hughes, S.H. et Varmus. H.E. 1997. Retroviruses.
CoId Spring Harbor Laboratory Press, 812 pages, puis elle a été adaptée pour les
besoins de la revue.
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Primo-infection Asymptomatique SIDA
8VIH-1 et se nomme la primo-infection. Elle se caractérise par un syndrome aigu
mononucléosique et une diminution du niveau des lymphocytes CD4 qui peut
être accompagnée par de la fièvre et des douleurs musculairest429.
Lors de l’entrée initiale du VIH-1 dans l’organisme, le système n’est pas
prêt à le combattre ce qui permet au virus de se répliquer en abondance. La
charge virale est donc très élevée et elle peut être détectée dans le sang dans les
trois semaines suivant l’infectiont72.
La primo-infection est suivie de la phase de latence. Cette phase débute
lorsque le système immunitaire se met en branle. Cette période se caractérise
par le peu ou l’absence de manifestations cliniques ainsi que par la diminution
constante du nombre de lymphocytes CD4. Bien que cette phase soit
considérée comme asymptomatique, il est possible d’observer une réplication
constante du virus de même qu’une progression de la maladie et d’isoler des
cellules infectées dans les ganglionst325.
Cette phase précède la phase dite SIDA, période où la maladie se
déclare. La période de latence varie énormément d’un patient à l’autre. Ceux
chez qui la maladie progresse rapidement deviendront sidatiques en deux ou
trois ans, alors qu’il peut s’écouler en moyenne 10 ans pour ceux qui progressent
lentement vers la maladie. De façon générale la période de latence a augmenté
au cours des dernières années, probablement en raison d’une meilleure
prophylaxie contre les infections opportunistes et des nombreuses thérapies
antirétrovirales234’ 235, 392) existe également une classe de patients qui sont
infectés depuis 14 et même 18 ans. Chez ces patients, qualifiés de “long-term
non-progressors, la maladie n’a pas évolué. Ces derniers sont répartis dans
plusieurs cohortes d’études à travers le monde. Cependant, c’est à Sydney en
Australie que l’on retrouve la première cohorte qui a permis d’établir les critères
définissant ces patients. Ces patients ne présentent aucun symptôme et ils ont un
compte de lymphocytes CD4 stable. De plus, il a été démontré que ces derniers
ont été infectés par une souche virale défective pour la protéine Nef (95)•
9Bien que le système immunitaire parvienne à contrebalancer le niveau de
lymphocytes CD4 détruits par l’infection, tôt au tard il y a un point de non retour
où la quantité de lymphocytes CD4 diminue à un point tel (moins de 200
cellules/jil) que le patient devient susceptible aux infections opportunistes
associées au SlDAt78. L’apparition de zona, de pneumonies ou d’autres
infections pulmonaires, d’infection par le virus herpès, d’infections fongiques ainsi
que l’apparition du sarcome de Kaposi ou l’identification de manifestations
neurologiques sont toutes de bonnes indications que le patient est maintenant
dans la phase SlDA78.
Le système immunitaire est le mécanisme de défense de l’organisme
contre la maladie. Il protège contre l’invasion d’organismes étrangers tels : les
bactéries, les virus, les champignons, les parasites ainsi que contre les cellules
cancéreuses. Généralement, le système immunitaire est en mesure d’identifier un
corps étranger et de l’éliminer. Il est également en mesure de le reconnaître et de
se défendre contre ce dernier s’il envahit de nouveau l’organisme. Afin d’y
parvenir, le système immunitaire dispose d’une multitude de composantes. Parmi
ces composantes, il y a les leucocytes ou “globules blancs” contenus dans les
ganglions lymphatiques. Il existe plusieurs types de leucocytes dont les cellules
dendritiques, les mastocytes, les cellules mononucléaires (monocytes et
macrophages) et les lymphocytes. Les lymphocytes sont les cellules du système
immunitaire les plus touchées lors d’une infection au VlH365. De plus,
l’expression du récepteur CD4 est réduite, chez les lymphocytes infectés, par la
présence de la gpl2O qui lie la partie extracellulaire de CD4 et forme des
complexes gpl2O-CD4 intracellulairest17. La présence de la protéine Vpu ou de
la protéine Nef contribue également à réduire le niveau de CD4 à la surface
cellulaire. Ceci a pour effet d’éviter une surinfection en réduisant à la fois le
niveau d’enveloppe et de récepteur à la surface cellulairet1226’63. Cette diminution
d’expression de CD4 réduit également les interactions de CD4 avec le CMH de
classe Il. Ceci engendre une réponse spécifique plus faible du système face aux
antigènes du VIH qui infectent les lymphocytes CD4 mémoirest388.
Les macrophages sont également susceptibles à l’infection au VIH et tout
comme les lymphocytes I CD4, les macrophages peuvent servir de réservoirs
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pour le virus en période de latencet12. Puisque les macrophages, infectés par
une grande quantité de virus, peuvent se retrouver dans le système nerveux
central sans l’activation de cytokines, le cerveau devient donc un sanctuaire pour
le VlHt275478t. La progression de la maladie entraîne un dérèglement des
macrophages auquel est associé une surproduction de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines à même le système nerveux central, ce qui
cause une démence associée au V1Ht151442t.
Les lymphocytes T CD8 sont également touchés lors d’une infection au
VIH. Leur nombre chute lors de la primo-infection, augmente durant la phase
latente de la maladiet81 144) et chute à nouveau lors de la phase SlDA25.
L’activation polyclonale aberrante des cellules B est la première anomalie
immunologique qui peut être notée suite à l’infection au VIH et elle peut
s’expliquer par l’hyperplasie des ganglions lymphatiques associée à l’infection au
VlHt226t. Cette prolitération est de courte durée et. rapidement, le nombre de
cellules B diminue au cours de l’infection. Cette perte peut être associée à celle
des lymphocytes T CD4 auxiliaires qui sont critiques pour le bon fonctionnement
des cellules Bt78t.
Depuis quelques années, les Nations Unies en collaboration avec
l’Organisation Mondiale de la Santé produisent un rapport faisant état du nombre
d’individus infectés par le VIH-1 ainsi que des nouveaux cas d’infection, et ce, à
travers la planète. Selon les dernières estimations datant de décembre 2004, il y
a présentement environ 39 millions de personnes qui vivent avec le VIH/SIDA et
environ 4,9 millions de nouveaux cas d’infection ont été répertoriés. En 2004,
l’épidémie a fait plus de trois millions de victimes à travers le monde. Le nombre
de personnes vivant avec le VIH ne cesse de s’accroître dans toutes les régions
du monde. Une forte augmentation de cas a été recensée en Asie de l’Est, en
Europe orientale et en Asie centrale. De toutes les régions, l’Afrique
subsaharienne demeure la région la plus touchée, la seconde étant les Caraïbes.
Un peu moins de la moitié des personnes vivant avec le VIH sont de sexe
féminin. En 2004, il y a eu plus de 60 000 nouveaux cas d’infections en Amérique
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du Nord ainsi qu’en Europe occidentale et la majorité de ces nouveaux cas
d’infection sont dûs aux rapports non protégés entre hétérosexuelst314.
2.3 Thérapies
La meilleure façon de traiter le VIH consiste à combiner au moins trois
médicaments anti-rétroviraux, ce traitement est souvent qualifié de multithérapie
anti-rétrovirale ou HAART (Highly Active AntiRetroviral Therapy). Les principaux
médicaments anti-rétroviraux présentement disponibles sont énumérés au
Tableau I. Les patients infectés qui vivent dans les pays où ces médicaments
sont accessibles disposent donc de thérapies à combinaisons multiples qui
permettent de contenir l’infection. La multithérapie la plus classique, ou
trithérapie, consiste à combiner deux inhibiteurs de la transcriptase inverse avec
un inhibiteur de la protéase virale. Ces cibles thérapeutiques seront décrites en
détails plus loin. Toutefois, cette multithérapie présente des inconvénients qui
sont de plus en plus présents, lorsque le traitement se prolonge. Tout d’abord, la
majorité de ces médicaments causent de graves effets secondaires lorsqu’ils sont
ingérés individuellement, leur combinaison ne fait qu’accroître ces effets. De plus
certains patients ont de la difficulté à respecter l’horaire contraignant de la prise
des médicaments que leur impose la multithérapie. Finalement, il arrive que les
médicaments perdent leur efficacité chez les personnes soumises à la thérapie
depuis longtemps. Parmi ces personnes, certaines ne disposent plus d’aucune
autre option thérapeutique. Le traitement contre le VIH ne fait pas appel qu’à la
prise de médicaments, il est reconnu que la malnutrition peut favoriser la
progression de la maladie et l’exercice peut également contribuer à améliorer la
qualité de vie des personnes infectéest225.
Les coûts élevés et les effets secondaires associés aux médicaments
utilisés pour traiter le VIH font que l’élaboration d’un vaccin contre le VIH devient
une priorité mondiale. Le développement d’un vaccin préventif, qui permettrait le
développement d’une immunité efficace contre l’infection au VIH, constituerait la
solution idéale. De façon plus réaliste, un vaccin thérapeutique limitant la
réplication du virus chez l’individu infecté entraînerait ainsi un délai dans la
12
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Résumé représentant les principaux médicaments anti-rétroviraux présentement
commercialisés. Ces informations ont été tirées du “AIDS info, un site internet
élaboré par le Département américain des affaires humaines et de la santé.
(http:!!aidsinto.nih.gov/drugs/drugsdetail.asp?rec_id1 64)
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Inhibiteurs
nucléosidiques de
la transcriptase
inverse
3TC (Epivir, Lamivudine)
AZT (Retrovir)
d41 (Zerit)
ddC (Hivid)
Abacavir (Ziagen)
ddl (Videx)
AZT/3TC (Combivir)
AZT/31C/Abacavir (Trizivir)
Abacavir/Lamivudine (Epzicom)
Zidovudine (Retrovir, AZI
Inhibiteurs non Delavirdine (Rescriptor)
nucléosidiques de Névirapine (Viramune)
la transcriptase Enfavirez (Sustiva)
inverse
Inhibiteurs
nucléotidiques de la Ténofovir (appelé également Viread et PMPA)
transcriptase
inverse
Inhibiteurs de fusion Enfuvirtide (T-20, Fuzeon)
Amrenavir (Aenerase)
Atazanavir (Reyataz)
Fosamprenavir (Lexiva. 908)
Inhibiteurs de la Indinavir (Crixivan)
protéase Lopinavir+Ritonavir (Kaletra)
Nelfinavir (Viracept)
Ritonavir (Norvir)
Saguinavir (Fortovase, Invirase)
Tipranavir (Aptivus)
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propagation de la maladie, limitant de ce fait le risque de transmission du
virust43). Les efforts pour développer un vaccin efficace contre le VIH ne datent
pas d’hier. Depuis 1 5 ans, les scientifiques du monde ont tenté tant bien que mal
de développer un vaccin. Bien qu’infructueuses, puisqu’à ce jour il n’existe aucun
vaccin dont l’efficacité a été reconnue, leurs tentatives ont permis de recueillir un
grand nombre de données en ce qui concerne les éléments requis pour qu’un
vaccin puisse générer une bonne immunit&4131. Les premières études visaient la
glycoprotéine de surface, gpl2O, puisqu’elle représente la seule cible pour le
développement d’anticorps neutralisants. L’utilisation de gpl2O recombinante a
permis de démontrer que les anticorps neutralisants générés, suite à
l’immunisation avec cette dernière, n’étaient efficaces que contre la souche qui
avait servie à l’immunisationt25 413)• La majorité des experts s’entendent sur le fait
que la vaccination avec la gp120 monomérique ne représente pas la meilleure
alternative, puisque les anticorps générés sont incapables de neutraliser un virus
provenant d’isolats primaires et qu’aucune réponse efficace en cellules T
cytotoxiques n’est observéet239 279) Cependant, il n’en demeure pas moins que le
seul vaccin en phase III d’étude clinique depuis 2003, est un vaccin qui combine
deux protéines recombinantes, dérivées de la gp120, provenant de deux clades
différentes. Toutefois les résultats préliminaires montrent que ce vaccin nommé
AIDSVAX ne permet pas de protéger contre une infection au VlH267. L’incapacité
de ce dernier à fournir une protection contre le virus vient entre autre de la forte
glycosylation de la gpl2O, qui la protège contre les anticorps neutralisantst267t.
Des études réalisées sur des macaques vaccinés ont également permis
de tirer plusieurs informations. En effet, il semble que la façon la plus efficace de
contrôler la virémie serait d’utiliser un vaccin générant une bonne réponse en
lymphocytes T cytotoxiquest367. Un bon nombre de ces vaccins sont
présentement testés. Parmi ceux-ci figure le vaccin à base de vecteur AAV
(adeno-associated virus-based HIV vaccine) qui fait présentement l’objet d’une
étude clinique de phase 11(267 413) Un autre vaccin fait appel à l’utilisation d’un
vecteur recombinant de la bactérie Salmonella typhi ou Salmonella typhimurium
exprimant des antigènes du VIH. Ce dernier peut engendrer une immunité
mucosale et systémique chez la souris et il est présentement à l’étude chez
l’homme32’ 395)
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Au cours des dernières années les études, portant sur le développement
d’un vaccin vraiment efficace contre le VIH, ont permis d’acquérir plusieurs
informations pertinentes. Cependant plusieurs questions demeurent toujours
sans réponse. En effet, même si le vaccin stimulant l’immunité cellulaire semble
le meilleur choix, il n’en demeure pas moins que la production d’un vaccin
générant des anticorps neutralisants ne doit pas être abandonnée, puisqu’une
des caractéristiques du VIH est de pouvoir échapper au contrôle des lymphocytes
T cytotoxiques du système immunitair&4131. Quant à l’immunité mucosale, il a été
possible de noter la présence d’anticorps de type IgA, dans l’appareil génital de
personnes non-infectées mais exposées au virus, capables de neutraliser le VIH
et de possiblement fournir une protection contre l’infectiont2081. Cependant, il a été
démontré que chez les patients infectés, la réponse mucosale en IgA spécifique
au VIH est plutôt faibI&475. On est donc encore très loin d’un consensus sur la
meilleure stratégie à adopter pour le développement d’un vaccin contre le
VIH/SIDA.
3. Virus de I’immunodéficience humaine (VIH)
Cette section traitera des différentes étapes menant à la synthèse d’une
nouvelle particule virale et ce en mettant particulièrement l’emphase sur les
protéines de structure.
3.1 Taxonomie
Le virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) fait partie de la
sous-famille des Lentivirinae, du groupe des lentivirus. Ce groupe comprend
également le VIH de type 2 ainsi que le virus de l’immunodéficience simienne
(VIS). La sous-famille des Lentivirinae fait partie de la grande famille des
Retroviridae. La banque internationale de données sur les différentes séquences
du VIH-1 a permis de diviser celui-ci en trois groupes M (Major), N (New) et O
(Outlier). Le groupe M comprend la majorité des souches de VIH-1 qui sont
présentes à travers le monde et il est possible d’y retrouver 11 sous-types
différents, nommés de A à L selon la séquence de leurs enveloppes1315. Parmi
ces sous-types il a été possible d’identifier des recombinants entre sous-types,
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pour cette raison les sous-types E et I ont dû être classifiés en sous sous-types
représentant les formes recombinantes en circulationt278 360)
3.2 Structure
Le VIH est un virus ayant un diamètre se situant entre 80 et lOOnm. Ce
virus possède deux copies d’un ARN simple brin de polarité positive. Le fragment
d’ARN est également non-segmenté et il a une taille d’environ 10 kb. La
membrane lipidique externe du virion incorpore les glycoprotéines virales
exposées à sa surface (Figure 2). Le VIH fait partie des rétrovirus complexes
puisqu’en plus des trois protéines de structure, Gag, Pol et Env, il possède
également des protéines accessoires et de régulation. Une des grandes
particularités des rétrovirus consiste en son mode de réplication, qui nécessite
une étape de transcription inverse de l’ARN viral en ADN bicaténaire et
l’intégration subséquente de cet ADN au génome de la cellul&4411.
3.3 Génome viral
Tel que mentionné dans la section précédente, le VIH-1 est un rétrovirus
complexe qui compte 15 protéines distinctes. Le VIH-1 possède un génome
ayant neuf cadres de lecture (Figure 3). Parmi ces différents cadres de lecture,
trois codent pour les polyprotéines Gag, Pol et Env qui, une fois clivées,
représentent les protéines de structure communes à tous les rétrovirus. La
polyprotéine Gag code pour les protéines suivantes la matrice (MA) ou p17 qui
représente le poids moléculaire de la protéine, la capside (CA) ou p24, la
nucléocapside et la protéine p6. La polyprotéine d’enveloppe code pour une
glycoprotéine de surface, la gpl2O, ainsi que pour une glycoprotéine
transmembranaire, la gp4l. Ces composantes constituent le corps ainsi que la
membrane externe du viriont135. Le gène Pol code, quant à lui, pour la protéase
(PR), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN). Ces protéines procurent les
fonctions enzymatiques nécessaires à la réplication du virus et elles sont
17
Figure 2
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Représentation schématique du virus de l’immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1). Image tirée et adaptée de Gelderblom, H. R. 1997. Fine structure of HIV
and SIV. Los Alamos National Laboratory (Ed) HIV Sequence Compendium, 31-
44.
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Figure 3
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Représentation du génome viral de différents lentivirus dont le VIH-1, le VIH-2 et
certaines souches de VIS. Ces schémas ont été tirés de Peeters, M. et
Courgnaud, V. Overview of Primate Lentiviruses and Their Evolution in Non
human Primates in Africa. HIV sequence database (http://hiv
web.IanI.gov/content/hiv-db/REVIEWS/PEETERS2002/Peeters2002.html).
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contenues à l’intérieur de la particule. Le génome du VIH-1 code pour six
protéines supplémentaires dont quatre sont des protéines accessoires Vpu, Nef,
Vpr, Vif, alors que les deux autres sont des protéines de régulation : Tat et
Rev35.
Bien que le VIH-2 et le VIS soient également des lentivirus il est possible
de constater quelques différences au niveau de leurs génomes si on les compare
à celui du VIH-1 (Figure 3). Le VIH-2 ne possède par de protéine Vpu. Le rôle
joué par le protéine Vpu, qui est de faciliter la relâche de la particule virale
nouvellement synthétisée, serait joué par la protéine d’enveloppe chez le VIH
2(36). Dans le cas du VIS, il n’y a que chez les chimpanzés infectés par le
VlScpz444 et les singes infectés par le VlSgsn, par le VISmon ou par le VISmus
que la protéine Vpu est présent&82’ 94) La protéine Vpu est remplacée par la
protéine Vpx chez le VIH-2 ainsi que chez les souches de VIS suivantes la
souche VlSsm, VlSrcm, VlSmnd-2 et la souche VlSdrl°4’ 134, 172, 489) Cependant, la
séquence en acides aminés de la protéine Vpx, présente chez le VIH-2, est très
similaire à celle de la protéine Vpr. La similarité est tellement élevée qu’il a été
suggéré que Vpx proviendrait d’une duplication de gène ancestral de Vpr présent
chez le VlH-2435.
3.4 Cycle de réplication viral
Le cycle de réplication du VIH se divise en deux étapes l’étape précoce
et l’étape tardive. Chacune de ces étapes requiert l’utilisation de différentes
protéines du VIH. L’étape précoce débute avec la reconnaissance de la cellule
cible par la particule virale mature et se termine avec l’intégration de l’ADN
génomique dans le chromosome de la cellule hôte. L’étape tardive, quant à elle,
débute avec la régulation de l’expression du génome proviral intégré et se
termine par le bourgeonnement et la maturation de la nouvelle particule
synthétisé&44” (Figure 4).
Figure 4
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Représentation schématique du cycle de réplication du virus de
l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). La figure tirée de Pomerantz, R.
et Horn, D.L. 2003. Twenty years of therapy for HIV-1 infection. Nature Medecine
9f 7) :867-873 a été adaptée pour les besoins de la revue.
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3.4.1 Récepteurs et co-récepteurs
Le VIH-l se lie de façon spécifique aux molécules CD4 présentes à la
surface des lymphocytes T. La molécule CD4 a un poids moléculaire de 6OkDa
et, de plus, elle s’exprime à la surface des monocytes et des macrophages. Elle
est le récepteur principal du VIH-2 et de certaines souches de VISt183 379)• Cette
liaison est possible grâce à l’interaction spécifique de la glycoprotéine de surface,
la gpl2O, avec le domaine Di situé dans la région amino-terminale de la
molécule CD4. Cette interaction permet la liaison du virus au récepteur mais est
insuffisante pour permettre l’infection de la cellule. Les lentivirus, contrairement
aux autres rétrovirus, ont besoin d’autres protéines cellulaires ou co-récepteurs,
qui permettent la fusion entre la membrane cellulaire et la membrane virale. Ces
protéines cellulaires sont des récepteurs des chimiokines, les deux principaux
sont le CXCR4 et CCR5t441t. Le co-récepteur CXCR4 est spécifique aux virus dits
T-tropiques, qui ont un tropisme pour les cellules Tt303t, alors que le co-récepteur
CCR5 a, quant à lui, une spécificité pour les virus M-tropiques qui peuvent
infecter les monocytes et les macrophagest8 105)
En plus des co-récepteurs, il semble que la boucle V3 présente dans la
glycoprotéine d’enveloppe gpl2O soit un déterminant majeur du tropisme
cellulairet190 399)• Elle aurait également un rôle à jouer dans le choix du co
récepteur utilisé par le virust359 415) La liaison de CD4 à la gpi2O entraîne un
changement dans la structure formée par les boucles Vi et V2 de la gpi2O qui
favorise la liaison subséquente de l’enveloppe au co-récepteur CCR5t359t.
D’autres co-récepteurs peuvent également jouer un rôle dans l’infection au VIH. A
cet effet, il semble que l’expression du co-récepteur CCR3 sur les microglies,
présentes dans le système nerveux central, facilite l’infection de ces cellules par
le VlHt165t.
Les premières études réalisées suggéraient que la molécule CD4 était
présente seulement sur les lymphocytes T. Cependant, en 1990, les études de
Collman et alt79t ont montré que les monocytes et les macrophages exprimaient
un faible niveau de CD4 à leur surface, mais que ce dernier était suffisant pour
l’infection du VIH. Cependant, pour une autre variété de cellules humaines
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infectées par le VIH telles les cellules endothéliales, les cellules du système
nerveux et les cellules provenant d’un foetus, où la molécule CD4 est absentet71,
il a été possible d’identifier un récepteur glycolipidique nommé galactosyl
céramide (GalCer)t164.
Suite à la liaison entre la gpl2O, le récepteur CD4 et le co-récepteur, il se
produit un changement de conformation de la glycoprotéine qui permet d’exposer
l’autre glycoprotéine virale présente à la surface du virion, la glycoprotéine
transmembranaire gp4l. La gp4l possède une répétition d’heptade dans sa
partie amino-terminale, très conservée chez la majorité des protéines
transmembranaires des rétrovirus, qui engendre la formation d’une structure
torsadéet469. Cette structure présente le peptide fusion à la cellule cible. Ceci
permet la fusion entre la membrane cellulaire et l’enveloppe virale et permet
l’entrée de la capside virale dépourvue de sa membrane dans la cellule hôte
(Figure 5).
3.4.2 Transcription inverse
Suite à l’entrée du virus dans le cytoplasme de la cellule hôte, l’ARN
génomique viral, faisant partie d’un complexe nucléoprotéique, est libéré de la
capside. L’objectif final de la transcription inverse étant de générer un ADN
bicaténaire dans le cytoplasme de la cellule infectée, plusieurs étapes sont
nécessaires. Tout d’abord, il faut mentionner que la synthèse du brin d’ADN
dépend de l’activité de deux enzymes. Elle dépend en premier lieu de la RT
(reverse transcriptase), qui possède une activité ADN polymérase capable de
synthétiser un brin d’ADN à partir d’un brin d’ADN ou d’ARN comme brin
parental, et d’une nucléase, la ribonucléase H (RNase H) qui est spécifique au
brin d’ARN génomique qui forme le complexe ARN:ADN.
Le processus qui mène à la synthèse du double brin d’ADN rétroviral se
déroule en plusieurs étapes (Figure 6). La première étape consiste à synthétiser
le brin d’ADN de polarité négative. La synthèse est initiée à l’aide de l’extrémité 3’
d’un ARN de transfert (ARNt) partiellement déroulé et qui sert d’amorcet426. Cet
ARNt est hybridé au site PBS (primer-binding site) présent sur l’ARN génomique.
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Figure 5
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Représentation des étapes menant à la fusion entre la membrane et l’enveloppe
virale lors de l’infection de la cellule cible par le VIH-1. Ce schéma a été tiré des
notes du cours de virologie fondamentale de l’institut Pasteur, disponibles sur
internet (http://virologie.free.fr/).
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Figure 6
Page 28
Représentation schématique des différentes étapes de la transcription inverse
lors de la réplication du VIH-1. Ce schéma a été tiré et adapté de Coffin, J.M.,
Hughes, S.H. et Varmus, H.E. 1997. Retroviruses. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 812 pages.
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La synthèse du brin d’ADN de polarité négative se poursuit, grâce à
l’enzyme RT, jusqu’à ce que l’extrémité 5’ du brin d’ARN génomique soit atteinte.
Ceci génère un court brin d’ADN intermédiaire, hybridé avec l’ARN, d’environ
100-150 paires de bases, puisque le site de liaison à l’amorce (PBS) est situé
près de l’extrémité 5’ du brin d’ARN génomique.
Par la suite, la RNaseH dégrade le brin d’ARN de l’hybride ADN:ARN.
Cette dégradation entraîne le transfert de la RI et du court brin d’ADN de polarité
négative à l’extrémité 3’ du brin d’ARN génomique, où il y a hybridation du brin
d’ADN430. Ce transfert est rendu possible grâce aux séquences répétées (R)
présentes à la fois aux extrémités 5’ et 3’ de l’ARN génomiqu&77. L’hybridation et
le transfert semblent facilités par la présence de la protéine de la
nucléocapsidet91’ 462) Suite à son transfert à l’extrémité 3’ de l’ARN viral, la
synthèse du brin d’ADN intermédiaire de polarité négative peut donc se
poursuivre, et ce grâce à l’enzyme RT. Durant la synthèse, la RNaseH digère le
brin d’ARN génomique parental mais cette dégradation n’est toutefois pas
complète.
Le brin d’ARN génomique contient une région nommée PPT (polypurine
tract) qui est résistante à la dégradation par la RNaseH. La région PPI sert
d’amorce pour la synthèse de brin d’ADN de polarité positiv&61. La région où la
synthèse du brin positif débute définit la région U3 et la région la plus en aval du
LIR (long terminal repeat) donc la fin du brin d’ADN viral. L’insertion de l’amorce
doit se faire dans une région bien précise permettant la synthèse du brin positif et
la production d’un ADN qui pourra être intégré dans le génome de la cellule. La
synthèse du brin d’ADN de polarité positive est stoppée lorsqu’une partie de
l’amorce représentée par l’ARNt sur le brin négatif d’ADN subit une transcription
inverset367. Cette transcription inverse permet de synthétiser la région PBS à
l’extrémité 3’. Par la suite, la RNaseH clive la région PPI de l’amorce, qui a servi
à synthétiser le brin d’ADN de polarité positive, sans toutefois cliver une seule
base associée à l’ARN347’ 409)•
Le retrait de l’ARNt du brin d’ADN de polarité négative permet d’exposer
la région PBS, présente à l’extrémité 3’ du brin d’ADN de polarité positive, qui est
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complémentaire à la région PBS présente à l’extrémité 5’ du brin négatif d’ADN.
L’hybridation entre les deux régions PES, qui sont complémentaires et présentes
sur le brin positif et sur le brin négatif d’ADN, est responsable du second transfert
de brin et de la RTt357.
Suite au second transfert, chacun des brins d’ADN sert de matrice à
l’autre brin. C’est ce qui permet à l’élongation du brin positif et du brin négatif
d’ADN de se poursuivre grâce également à la RT. Le produit final est un ADN
proviral complet, contenant une brisure au centre d’un des brins d’ADN, ce qui a
pour conséquence de créer un brin flottant d’ADN appelé le DNA flapt62t. Le
provirus peut par la suite être intégré au génome cellulairet3571.
Des études ont permis de démontrer que la protéine APOBEC3G agit
comme facteur de restriction, suite à son incorporation dans la particule virale, au
cours de l’infection des cellules cibles. Sa présence chez les cellules entraîne
une activité anti-rétrovirale, en absence de la protéine Vif (viral infectivity factor),
qui se reflète par une hypermutation de l’ADN viral produit au cours de la
transcription inverset188 263) Cette activité peut être contrée par la présence de la
protéine Vif, chez les cellules productrices, qui recrute une ubiquitine ligase qui
se lie à APOBEC et entraîne sa dégradation par le protéasomet80’ 264) La protéine
Trim-5a est un autre facteur de restriction capable de bloquer les étapes
précoces de l’infection au VIH, en agissant sur la capside virale mature du virus
et en interférant avec la transcription inverse14201.
3.4.3 Intégration
L’intégration est une étape importante de la réplication virale, puisque
l’ADN viral doit être intégré afin de demeurer stable dans les cellules en division.
Une fois intégré à l’ADN de la cellule hôte, le provirus se transmet comme étant
un élément à part entière du génome de la cellule hôte. L’intégration permet de
protéger l’ADN viral contre la dégradation, puisqu’un ADN non intégré dans la
cellule infectée sera dégradé. L’intégration est également importante pour la
transcription de l’ADN viral en nouvelles copies du génome viral et en ARN
messagers qui codent pour les différentes protéines du virust781.
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Tout comme pour la transcription inverse, l’intégration du provirus se
déroule en plusieurs étapes. Premièrement, dans le cas du VIH-1, la synthèse de
l’ADN viral débute dans le cytoplasme de la cellule infectée et elle est complétée
après son arrivée dans le noyau. Lorsque la synthèse du brin d’ADN est
terminée, l’enzyme virale intégrase clive l’extrémité en 3’ de l’ADN viral éliminant
ainsi les deux bases situées à chacune des extrémités 3’. Il en résulte donc un
brin d’ADN plus court avec un groupement hydroxyle qui servira de site
d’attachement, pour le provirus, à l’ADN cellulaire. Ceci permet de définir les
deux extrémités du provirus intégré ce qui signifie que ce brin d’ADN viral est le
précurseur du provirus intégré. Il est également important de mentionner que ce
brin d’ADN viral se retrouve dans une structure spécifique du complexe de la
nucléoprotéine; le complexe de pré-intégration (CPI).
Le complexe de pré-intégration (CPI) contient le brin d’ADN viral
bicaténaire ainsi que la machinerie nécessaire pour l’importation du complexe au
noyau. En ce qui concerne le virus de la leucémie murin (MLV) et le virus du
sarcome de Rous (RSV), deux oncorétrovirus, l’accès du CPI au noyau se fait
durant la mitose alors que la membrane nucléaire est désassemblée. Le CPI du
VIH-1 peut entrer dans le noyau durant la mitose mais également lors de
l’interphase. Cependant, ceci implique que le complexe doit traverser le pore
nucléaire de la couche bilipidique de la membrane nucléaire afin d’atteindre le
nucléoplasme et ce même si la taille du CPI excède d’environ deux fois celle du
canal du pore nucléaire. Il semble que la présence de la protéine de la matrice,
de la protéine virale r (Vpr), de l’intégrase et du DNA tlap faciliterait l’importation
du complexe dans le noyau397. L’intégrase possède un signal d’importation
nucléaire, non classique, qui faciliterait le transport du CPI au noyau38. Ceci est
également le cas de la protéine de la matrice qui possède un signal de
localisation nucléaire qui lui permet de se lier au récepteur cellulaire, la
karyophérine o, qui est quant à elle spécifique aux protéines ciblées au noyau. La
présence de la protéine Vpr augmente l’affinité entre le signal de localisation
nucléaire et la karyophérine (342) Cette protéine s’exprime principalement dans
le noyau de la cellule hôte et ce à cause de la présence de ses deux signaux de
localisation nucléairet198 396) La protéine Vpr peut faire la navette entre le noyau
et le cytoplasme, ce qui lui permet d’être incorporée au CPIt106 396) Elle est
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également impliquée dans la translocation au noyau du CPI chez les cellules qui
ne se divisent pas, comme les macrophagest169t. Le DNA flap agirait, quant à lui,
à titre de signal d’importation nucléaire permettant au CPI de s’accumuler au
noyaut492). Cependant, le rôle exact joué par le DNA flap lors de l’intégration
demeure imprécist13 90 407)
L’entrée dans le noyau du CPI permet à ce dernier d’interagir avec l’ADN
cellulaire. L’intégration à l’ADN cellulaire n’est pas un phénomène aléatoire. En
effet, il semble que l’ADN proviral du MLV s’intègre de préférence près de la
région où débute la transcription, en amont ou en aval, alors que l’ADN proviral
du VIH-i s’intègre un peu partout sur l’unité transcriptionnelle mais seulement en
aval de la région où débute la transcriptiont480t. La liaison de l’ADN viral à l’ADN
cellulaire se fait grâce à l’interaction entre l’extrémité 3’ hydroxyle de l’ADN viral
et l’extrémité 5’ du brin opposé qui est l’ADN cellulairet46t. Un nouveau lien étant
créé, il ne reste plus qu’à réparer le trou, entre l’extrémité 5’ du brin d’ADN viral
non-apparié et le brin d’ADN cellulaire, en liant les deux brins grâce à
l’intégraset363). Ceci permet l’intégration complète de l’ADN viral avec l’ADN
cellulaire.
3.4.4 Synthèse de l’ARN génomique viral
L’environnement dans lequel le provirus est intégré définit son état
transcriptionnel. En effet, un provirus intégré dans une hétérochromatine dont la
transcription est réprimée sera en état de latence, contrairement au provirus
intégré dans un environnement transcriptionnel actif. Le LTR (long terminal
repeat) présent à l’extrémité 5’ du provirus agit à titre d’unité transcriptionnelle
chez la cellule hôte. Il contient des éléments du promoteur en amont et en aval
qui incluent un initiateur (lhr), une boîte TATA et trois sites Spi t424)• Ces trois
régions favorisent le bon positionnement de l’ARN polymérase Il au site
d’initiation de la transcription et aide à l’assemblage du complexe de pré-initiation.
Légèrement en amont du promoteur il est possible de retrouver un amplificateur
(“enhancer’) de la transcription qui chez le VIH est capable de lier les facteurs
nucléaires NE-KB et NFAT ainsi que les membres de la famille Etst2O2t. Une fois
que tous ces facteurs sont présents sur le LTR, la transcription peut commencer
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mais la protéine TAT doit être présente afin que l’élongation soit efficace. Durant
ce processus, de petits ARNs non-polyadénylés sont synthétisés et ils persistent
de manière stable dans la cellule grâce à la formation d’une boucle d’ARN qui
représente l’élément fAR (transactivation response)t205. La présence de la
protéine fAT augmente le niveau d’expression des gènes viraux. Cette dernière
ainsi que la cycline Ti lient la structure TAR et recrutent une autre cycline, la
Cdk9, au LTR du VlHt46. La Cdk9 jumelée au facteur d’élongation de la
transcription b (TEFb) phosphoryle un domaine de l’ARN polymérase Il ce qui
permet la transition de la phase d’initiation à la phase d’élongation de la
transcri ptio fl(345)•
3.4.5 ARNm viraux et synthèse protéique
La transcription du génome entraîne la formation de plus d’une douzaine
de transcrits viraux différents du VlH-1374. Chaque transcrit possède une coiffe
en 5’ et une queue polyadénylée en 3’ tout comme les ARNm cellulaires. Parmi
les différents ARNs, certains peuvent être épissés plusieurs fois et transportés
dans le cytoplasme en absence de séquences inhibitrices de l’ARN (lRS)t86. Ces
transcrits codent pour les protéines TAT, Nef et Rev. D’autres transcrits viraux,
non épissés ou épissés une seule fois, demeurent dans le noyau de manière
stable et codent pour les protéines de structure, les protéines accessoires ainsi
que pour les protéines responsables des différents rôles enzymatiques et ils
représentent les différents ARN viraux nécessaires à l’assemblage d’un virus
complet et infectieux. Les transcrits présents dans le noyau ont besoin de la
protéine Rev pour assurer leur transport dans le cytoplasme. La protéine Rev se
lie à la protéine Importine F3, pour son importation au noyau, et à la protéine
CRM-1/Exportine pour son exportation du noyaut171. La protéine CRM
1/Exportine module l’exportation de Rev et des transcrits avec lesquels elle
interagit via la séquence RRE (Rev responsive element) présente sur le gène de
l’enveloppet86.
Afin que le cycle réplicatif viral puisse se poursuivre, il doit y avoir un
équilibre entre l’épissage et le transport de l’ARNm viral. Si l’épissage est trop
efficace, seuls les transcrits qui peuvent être épissés plusieurs fois seront
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présents dans le cytoplasme. Bien qu’elles soient requises les protéines de
régulation TAT et Rev, qui sont codées par les transcrits épissés plusieurs fois,
sont insuffisantes pour permettre une réplication virale efficace. Cependant, si
l’épissage ne se fait plus, les protéines TAT, Rev et Nef ne seront pas
synthétiséest261).
3.5 Gag I Gag-Pro-PoI
Tel que décrit à la section 3.4.5, les différents transcrits viraux sont les
ARNm nécessaires à la synthèse des différentes protéines du VIH-1. Les
transcrits non épissés, qui sont traduits dans le cytoplasme de la cellule, mènent
à la synthèse des précurseurs p55Ga2 et Pr160 Gag-Pol. Le précurseur, suite à
sa maturation, code pour les différentes protéines de structure : la capside, la
matrice et les protéines p9 et p6. Cette polyprotéine joue un rôle essentiel dans
l’assemblage ainsi que dans e bourgeonnement du VIH-1. Ce rôle du précurseur
Gag dans l’assemblage et le bourgeonnement sera décrit de façon détaillée à la
section 3.7. La protéine Gag est également impliquée dans l’encapsidation des
différentes composantes du virion parmi lesquelles figurent les deux copies
d’ARN génomique.
3.5.1 Synthèse
Un grand nombre de molécules du précurseur Pr55 doivent être
synthétisées afin de générer les protéines structurales du virion. En revanche, les
enzymes produites suite à la synthèse des protéines Pro et Pol ne sont pas
requises en aussi grande quantité. Les rétrovirus ont développé un mécanisme
qui permet la synthèse d’une plus grande quantité de gènes qui codent pour la
protéine Gag comparativement aux gènes Pro et Pol. Il est donc possible de
retrouver entre 10 et 20 molécules de Gag pour une molécule de Gag-Pro-Pol.
Chez les rétrovirus, le gène Gag se situe à l’extrémité 5’ du génome viral
en amont des gènes Pro et Pol. Le précurseur Gag-Pro-Pol est synthétisé selon
une stratégie qui permet de passer outre le codon de terminaison situé à
l’extrémité 3’ du gène Gag et qui définit le cadre de lecture de ce dernier. En ce
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qui concerne le VIH-1, le ribosome recule d’un nucléotide ce qui permet à la
traduction de se poursuivre sur le cadre de lecture des gènes Pro et Pol jusqu’au
codon de terminaison situé sur le nouveau cadre de lecturet195.
Le changement de cadre de lecture (-1) peut se faire seulement si l’ARNm
possède les deux éléments suivants : une séquence consensus glissante de sept
nucléotides ainsi qu’une structure secondaire située en aval de la séquence
glissante qui favorise le changement de cadre de Iecturet42. Bien qu’il est évident
que la structure secondaire en aval soit importante il semble que la forme exacte
de cette structure soit matière à controverse. La divergence d’opinion se situe au
niveau des boucles contenues dans la structure d’ARN. De récentes études ont
montré que la structure en aval de la région glissante est en tait une structure
large et complexe d’ARN qui comprend une double hélicet116 alors que d’autres
études mentionnent que la structure comprend en fait une triple hélicet109.
3.5.2 Modifications durant la synthèse
La modification la plus importante que subit le précurseur p55Gag survient
au cours des étapes tardives de l’assemblage et implique le clivage du
précurseur par la protéase, entraînant la maturation du précurseur et la synthèse
des différentes protéines qui lui sont associées. L’assemblage de la particule
virale par la protéine Gag sera décrite plus loin. Quant aux protéines obtenues
suite à la maturation du précurseur, elles seront décrites à la section 3.5.3.
Bien avant d’être clivé par la protéase, le précurseur Gag doit subir deux
autres modifications. La première implique la myristylation de son extrémité
amino-terminale. La myristylation est une modification post-traductionnelle qui
entraîne l’ajout d’un myristate sur la glycine, situé à l’extrémité NH2 de la
protéine. Le myristate est un acide gras, composé de 14 carbones, dont la
présence est requise afin de permettre la liaison de Gag à la membrane
plasmiquet47. La simple présence du myristate est toutefois insuffisante pour
assurer une liaison permanente du précurseur à la membrane, contrairement aux
peptides palmitoylés qui contiennent 16 carbones, ce qui entraîne une plus forte
association à la membrane332 356)• La présence du myristate est souhaitable
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lorsque la protéine doit effectuer des allés retours à la membrane plasmique, afin
qu’elle puisse remplir d’autres fonctions nécessaires à la réplication du virus,
comme dans le cas de la protéine de la matrice.
La protéine de la matrice, faisant partie du précurseur p55Gag peut
également être phosphorylée. La phosphorylation est associée à l’intégration du
complexe de pré-intégration, décrit à la section 343t147)• La phosphorylation
semble mettre en évidence le signal de localisation nucléaire présent sur la
protéine de la matrice et ce afin de permettre l’intégration du complexe de pré-
intégration au noyau des macrophagest452).
3.5.3 Protéines obtenues suite à la maturation du précurseur p55Gag
3.5.3.1 Protéine de la matrice (MA) p17
La protéine MA est située à l’extrémité amino-terminale du précurseur
Pr55 (Figure 7). Le rôle joué par la protéine p17 au niveau de l’intégration du
provirus ainsi qu’au niveau de la liaison du précurseur Gag à la membrane
plasmique a été décrit précédemment. Cependant, la p17 est également
impliquée dans l’incorporation de la glycoprotéine d’enveloppe à la membrane
plasmique de la particule virale lors de l’assemblage. Des études de mutagenèse
ont démontré que la liaison à la matrice n’est pas toujours nécessaire à
l’incorporation de la glycoprotéine virale. En tait, la présence de la p17 faciliterait
le transfert passif de la longue queue cytoplasmique de la glycoprotéine
transmembranaire, la gp4l, dans la particule viralet139 355) De plus récentes
études ont montré que l’interaction entre la p17 et la gp4l, serait plus ou moins
nécessaire pour l’incorporation de la glycoprotéine d’enveloppe, selon le type
cellulair&295.
3.5.3.2 Protéine de la capside (CA) p24
La protéine de la capside suit, dans l’ordre, la protéine MA sur le
précurseur Gag (Figure 7). Elle représente un déterminant antigénique majeur du
virus (445) Elle possède deux domaines et le rôle joué par chacun, au niveau de la
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Figure 7
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Représentation schématique de la particule virale immature VLP (virion-like
particle) et de la production des différentes protéines virales suite à la maturation
de la particule, grâce à la protéase virale. Image tirée de von Schwedler, U.K.,
Stemmler, f.L., Klishko, V.Y., Li, S., Albertine K.H., Davis, D.R., et Sundquist,
W.l. 1998. Proteolytic refolding of the HIV-1 capsid protein amino-terminus
facilitates viral core assembly. The EMBO Journal Vol. 17,pp. 1555-1568 et
adaptée pour les besoins de la revue.
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morphogenèse de la particule virale, est bien distinct. Le premier domaine, situé
à l’extrémité NH2 de la protéine, est responsable de la forme conique de la
capside présente chez une particule virale mature. Par contre, ce domaine n’est
pas impliqué dans l’assemblage de la particule virale immature. Le second
domaine, situé à l’extrémité carboxy-terminale, est responsable de la
multimérisation du précurseur Gag et est impliqué dans l’assemblage du viru&112.
3.5.3.3 La protéine de la nucléocapside (NC) p9
Le domaine de la nucléocapside contient deux copies d’un motif “doigt de
zinc” requis pour l’encapsidation de l’ARN du génome viral à l’intérieur de la
nouvelle particule virale forméet27. La capacité de la p9 à lier des acides
nucléiques permet l’initiation de la multimérisation de la protéine Gagt155.
3.5.3.4 La protéine p6
La protéine p6 forme l’extrémité COOH du précurseur p55Ga9 et elle est
présente seulement chez les rétrovirus de primates (Figure 7). La protéine p6 est
essentielle à l’incorporation de la protéine Vpr et elle est impliquée dans le
bourgeonnement du virus à la membrane plasmiqu&18432. Le rôle de la protéine
au niveau du bourgeonnement sera discuté à la section 3.7.
3.6 Les glycoprotéines d’enveloppe virales
L’expression du précurseur p55Gag permet de former une structure
immature communément appelée VLP (virus-like particle) (Figure 7). La VLP n’a
toutefois pas la capacité d’infecter une autre cellule puisqu’il lui manque deux
éléments essentiels à cette fonction t les glycoprotéines virales. En effet, les deux
glycoprotéines virales gpl 20 et gp4l, situées à la surface de l’enveloppe virale,
sont requises afin de permettre la liaison entre l’enveloppe virale et la membrane
de la nouvelle cellule hôte. Cette section traitera des différentes étapes qui
mènent à la maturation des glycoprotéines et de leurs rôles respectifs dans
l’infection, principalement au niveau de la fusion, de l’entrée et de l’incorporation.
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Il est à noter que l’implication de la glycoprotéine transmembranaire, gp4l, dans
la relâche virale sera plutôt discutée à la section 3.8.
3.6.1 Synthèse, assemblage et maturation
3.6.1.1 Synthèse
Les rétrovirus possèdent deux glycoprotéines virales qui sont codées par
le gène env. Elles sont synthétisées au départ sous la forme d’un précurseur
immature, la glycoprotéine gpl 60, qui est une protéine membranaire intégrale de
type I tel que décrit plus bas. Le précurseur est formé à partir d’un ARN
génomique épissé auquel les séquences codant pour les gènes gag-pro-pol ont
été enlevées. Ceci donne naissance a un premier ARNm de quatre kilobases
(kb), qui permet la synthèse du précurseur gpl6O, des protéines Vit, Vpr et Vpu,
et à un second ARNm de deux kb qui sert à la synthèse des protéines TAT, Rev
et Nef. Le précurseur est synthétisé à partir de la même machinerie cellulaire
normalement utilisée pour d’autres protéines de surface. La traduction du
précurseur gpl6O est initiée à partir d’un ribosome libre et elle débute par la
synthèse d’une courte séquence peptidique d’environ 20 kDa qui contient un
peptide signal. Le peptide signal émergeant du ribosome est reconnu par un
complexe ribonucléoprotéique, qui est une particule de reconnaissance du signal
(SRP)1454. La liaison du complexe peptide signal - SRP suspend la traduction.
Puis le complexe se rapproche de la membrane du réticulum endoplasmique
(RE) et se lie à sa face cytoplasmique. Cette liaison lève le blocage de la
traduction et la SRP permet la translocation de la chaîne naissante de la protéine
d’enveloppe à travers la membrane, jusqu’à la lumière du RE.
Au cours de la traduction, la glycoprotéine virale nouvellement synthétisée
subit deux modifications typiquement observées chez la plupart des
glycoprotéines cellulaires. La première implique le clivage protéolytique du
peptide signal par une protéase cellulaire présente dans le RE. La seconde
implique la glycosylation de la protéine native, qui se fait grâce au transfert de
blocs d’oligosaccharides pré-assemblés, à partir d’un intermédiaire lipidique, à la
protéine. Le bloc se lie de façon covalente à l’azote amide de la chaîne latérale
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de l’asparagine (N-glycosylation). Le nombre et la position des sites de
glycosylation varient d’un rétrovirus à l’autre. En ce qui concerne l’enveloppe du
VIH-1, il y a 24 sites de glycosylation (N-glycosylation) répertoriést. Il est à noter
que la glycosylation est critique durant les étapes de repliement et de maturation
du précurseurt242 324)
Lorsque le ribosome arrive à la fin de l’ARNm de l’enveloppe il est
possible d’observer une séquence longue et riche en acides aminés hydrophobes
suivie par un acide aminé basique. Ces derniers préviennent le relâchement de
l’enveloppe dans la lumière du RE.
3.6.7.2 Assemblage
Afin de pouvoir se rendre jusqu’à la surface cellulaire, le précurseur doit
être replié correctement et assemblé en structure oligomériqu&111. Le repliement
du précurseur gpl 60 débute pendant sa translocation au RE lors de la traduction.
Il est à noter que l’environnement du RE ne facilite pas le repliement adéquat des
protéines, Il représente le site où les protéines sont constamment synthétisées et
exportées. Mais un bon nombre d’entre elles peuvent être mal repliées et
formées des agrégats avec les autres protéines, empêchant ces dernières de
quitter le RE. Il est à noter que plus une protéine prendra de temps pour acquérir
une conformation adéquate plus elle augmentera ses chances de former des
agrégats avec les autres protéines. La glycoprotéine virale du VIH-1, à cause de
la longueur et du nombre d’acides aminés de charge positive de son peptide
signal, est transportée relativement lentement hors du REt243. L’environnement
réducteur de la lumière du RE, qui favorise la création de ponts di-sulfures entre
les cystéines présentes sur les protéines, peut également retarder le départ de la
protéine, Il existe des protéines chaperones, présentes dans le RE, qui s’assurent
du bon repliement des glycoprotéines présentes dans le RE. Celles que l’on
retrouve le plus souvent associées à la glycoprotéine gpl6O sont la protéine
BiP, la calréticuline et la calnexinet118’ 319), La protéine gpl 60 peut donc atteindre
un stade où son repliement est adéquat ce qui lui permet de demeurer dans le
RE sans interagir avec des protéines nouvellement synthétisées non repliées.
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L’oligomérisation du précurseur gpl6O se fait dans le RE. Ce processus
est lent et il limite souvent le transport de la glycoprotéine virale à la surface de la
cellule22. La glycoprotéine d’enveloppe du VIH-1 est présente à la surface de la
cellule sous forme d’un trimèr&59. L’assemblage du précurseur en oligomères se
fait grâce à la gp4l, plus précisément grâce à la présence d’un motif à base de
leucine dans une hélice o de l’ectodomaine de la gp4146. Ce type de motif est
également impliqué dans l’oligomérisation de la protéine HA du virus influenza
(477)• L’oligomérisation de ce motif serait impliquée dans la formation de
l’oligomère gpl6O et dans le changement de sa conformation requise pour la
fusiont115. Il est à noter que des mutations au niveau de ce motif ne permettent
plus la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane cellulaire, ce qui empêche
l’entrée du virus. Ceci implique donc que l’oligomérisation est requise pour
l’entrée du virust137. Ceci soulève la possibilité que des mutants de l’enveloppe
puissent agir à titre de mutants trans-dominants négatifs par formation d’hétéro
oligomères avec l’enveloppe sauvage, tel que démontré par le groupe d’lwatani
en 2001(194).
3.6.1.3 Maturation
Certaines protéines, comme la protéine G du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV), possèdent un motif di-acidique (Asp-X-Glu) responsable de
l’exportation de la protéine du RE302. Ce type de motif ne semble pas impliqué
dans l’exportation du précurseur gpl6O et il semble que le simple fait qu’il soit
sous forme oligomérique soit suffisant pour permettre son exportation. Le
précurseur quitte le RE sous forme trimérique et se dirige vers l’appareil de Golgi.
Il a été démontré que l’oligomérisation du précurseur est essentielle afin de
permettre l’infection d’une nouvelle cellule par le virus. Cependant, bien que
l’oligomérisation soit suffisante pour permettre la liaison entre de la gpl2O et le
récepteur CD4, le précurseur doit également être clivé en glycoprotéines gpl2O
et gp4l afin de permettre à la gp4l d’être pleinement fusogénique (Figure 8)t140).
Contrairement au précurseur Pr55, le précurseur gpl6O qui transite au
Golgi est clivé par des endoprotéases cellulaires, qui sont présentes dans
l’appareil de Golgi, et non par la protéase du virus. Parmi ces protéases
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Schéma représentant le précurseur de l’enveloppe, la gpl6O, ainsi que la sous
unité de surface, la gpl 20, et la sous-unité transmembranaire, la gp4l, produites
suite au clivage par les protéases cellulaires. Le schéma a été tiré du site internet
suivant
(http://membres.lycos.fr/neb5000/Virologiel/Retroviridae/Retroviridae%201 .htm)
puis il a été modifié pour les besoins de la revue.
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cellulaires figurent la furine ainsi que d’autres convertases reconnues pour cliver
le précurseurt96 97)• Il est à noter que le clivage par les convertases se fait suite à
la reconnaissance d’une séquence en acides aminés bien précise (Arg-X
(Lys/Arg)-Arg), qui est présente sur le précurseur gpl6O, autour de la position
510 de la séquence en acides aminés de la gp12013276t. La structure trimérique,
formée par la glycoprotéine de surface gp120 et la glycoprotéine
transmembranaire gp4l qui sont liées par un lien non-covalent, est maintenue
suite au clivage par les protéases cellulaires, telles la furine ou certaines
convertasest54. Les glycoprotéines virales pourront donc par la suite être
incorporées au virust113.
3.6.2 Rôles et propriétés de la glycoprotéine virale de surface : la gpl2O
Tel que mentionné précédemment, la glycoprotéine de 120 kDa (gpl2O)
est la sous-unité présente à la surface de la particule virale qui se lie au récepteur
CD4 présent sur les différentes cellules cibles. Elle détermine donc le tropisme du
virust217t. La gpl2O est également responsable de certains effets cytopathiques
associés au VIH-1. Parmi ces effets, il y a la formation de syncytia suite à la
liaison de la gpl2O au récepteur CD4. Les syncytia sont des cellules géantes
multinucléées qui proviennent de la fusion entre plusieurs cellules infectées, qui
présentent la gpl2O à leur surface, et des cellules qui présentent CD4 à leur
surfacet410t.
L’association entre la gpl2O et la gp4l dépend de régions importantes de
la protéine gpl2O. Il est estimé que la moitié de la quantité de gpl2O
nouvellement synthétisée se libère de la gp4l, puisque le lien qui retient les deux
protéines est non-cavalent et labile. Des études ont montré que deux régions très
conservées situées aux extrémités de la gpl 20 sont importantes pour l’interaction
de cette dernière avec la gp4l. Il a également été suggéré que des séquences en
acides aminés hydrophobes, situées dans les régions conservées (C3 et 04) de
la gpl2O, pourraient influencer l’interaction entre les deux glycoprotéinest170t.
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3.6.3 Rôle des différents domaines de la glycoprotéine transmembranaire
gp4l
La glycoprotéine transmembranaire, gp4l, est la seconde sous-unité
mature du précurseur gpl6O. Elle se divise en trois domaines distincts
l’ectodomaine, le domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique. Au
cours de cette section, il sera possible de résumer l’implication de chacun des
domaines dans l’infection au VIH-1. Bien que cette section traitera en majorité
des domaines de la glycoprotéine du VIH-1, quelques exemples impliquant
d’autres rétrovirus seront cités.
3.6.3.1 Ectodomaine
L’ectodomaine de la gp4l, en particulier la région située à l’extrémité
NH2, est responsable de la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane
cellulaire. En effet, cette région contient un peptide fusogénique de 23 acides
aminés300. A proximité de ce peptide tusogénique, on retrouve le motif à base de
leucine, impliqué dans l’interaction entre la gpl2O et la gp4l, contenu dans la
région correspondant au peptide synthétique N36t59’ 64) Au centre de
l’ectodomaine on trouve également une boucle de cystéines, très conservée
parmi les glycoprotéines transmembranaires des rétrovirus et essentielle au
clivage du précurseurt96. L’extrémité COOH de l’ectodomaine est représentée par
un second peptide synthétique, C34, qui tout comme le peptide N36 a une
activité antiviral&470 (Figure 9).
L’implication de l’ectodomaine dans la fusion de la gp4l a fait l’objet de
plusieurs études en rapport avec le développement d’inhibiteurs de la fusion. Il a
été démontré que de simples substitutions d’acides aminés dans un motif à base
de tryptophane (W(x)5W(x)5W) présent dans l’ectodomaine pouvaient affecter la
fusion. Ces mutations sont représentées dans le peptide synthétique DP178375.
Ce peptide a par la suite été commercialisé, comme agent antiviral, sous le nom
de T-20. Ce peptide cible l’extrémité COOH de l’ectodomaine et il agirait à titre de
mutant dominant négatif lors des changements de conformation requis
permettant la tusion210. D’autres études, impliquant la substitution individuelle
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Figure 9
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Représentation des peptides synthétiques N36 et C34 élaborés à partir de deux
régions hydrophobes présentes dans l’ectodomaine de la gp4l du VIH-1, ces
dernières sont illustrées par les boîtes blanche et mauve. Ce schéma a été tiré et
adapté de Chan, DC., Chutkowski, C.T., et Kim, P.S. 1998. Evidence that a
prominent cavity in the coiled cou of HIV type 1 gp4l is an attractive drug target.
Proc NatI Acad Sci US A 95(26): 15613—15617.
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d’acides aminés présents dans l’ectodomaine, ont permis de mettre en relief son
rôle dans la fusion par la gp41t196’ 211, 246, 253, 457)• Il faut également noter qu’il a été
démontré que des changements effectués dans la partie cytoplasmique de la
gp4l peuvent avoir une influence sur les fonctions de l’ectodomaine de cette
dernière, probablement en entraînant des changements conformationnels120.
3.6.3.2 Domaine transmembranaire
La région transmembranaire de la gp4l est comprise entre les acides
aminés 684 et 705, qui sont en majorité très hydrophobes. Le rôle premier de
cette région est l’ancrage de la glycoprotéine virale à la membrane du virust471. Il
a été montré que des mutations dans la partie transmembranaire de la gp4l
peuvent affecter son activité de tusiont32. Le rôle de la partie transmembranaire
au niveau de la fusion est controversé puisqu’une étude a indiqué que la
substitution du domaine transmembranaire de la gp4l par celui d’une protéine
cellulaire n’affecte en rien la fusion et l’infectivité du virus471. En revanche, des
études récentes ont montré que la substitution d’acides aminés dans la région du
transmembranaire, entre autre au sein d’un motif à base de glycines conservées
(GXXXG) parmi les domaines transmembranaires de plusieurs protéines,
n’affecte pas la fusion médiée par la gp4l. Cependant, la substitution complète
de cette région empêche la fusion287. Cet aspect sera discuté plus en détails au
chapitre 3.
Il est à noter que le domaine transmembranaire de la glycoprotéine
transmembranaire du VIS semble également jouer un rôle important. En effet,
des études de mutagenèse ont démontré qu’une partie du domaine
transmembranaire de la glycoprotéine peut être enlevée sans trop de
conséquences sur les fonctions de cette dernière, cependant la délétion ne
pourrait se faire au-delà d’un certain acide aminé. En effet, il semble que la
région du domaine transmembranaire située en amont de l’acide aminé en
position 1 87 soit essentielle pour la fusion entre les cellules, pour l’entrée du virus
et pour l’infection subséquentet465.
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3.6.3.3 Domaine cytoplasmique
Tel que vu précédemment, le précurseur Pr55G est à lui seul suffisant à
l’assemblage et au bourgeonnement des particules virales. En absence de la
glycoprotéine virale ces particules virales sont non-infectieuses°31. Il faut donc
que la glycoprotéine virale soit incorporée au virion lors de la sortie de ce dernier
de la cellule. De plus, il semble que l’incorporation de la glycoprotéine soit
influencée par le domaine cytoplasmique de la gp4l.
Tout d’abord il est important de mentionner que le domaine cytoplasmique
des lentivirus, parmi lesquels figurent le VIH-1, le VIH-2 et le VIS, est très long
comparativement à celui des autres rétrovirus. En effet, il est formé de plus de
150 acides aminés, alors que dans le cas des autres rétrovirus le domaine
cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire est formé de 20 à 50 acides
aminést1141, Il a également été démontré que le domaine cytoplasmique de
certains isolats du VIH-2 et du VIS possède un codon stop, suite à des passages
successifs in vitro raccourcissant ainsi le domaine à 15 à 20 acides aminés. Le
clivage du domaine cytoplasmique augmenterait la capacité du virus à se
répliquer, in vitrot216t. En ce qui concerne le VIH-1, il ne semble pas y avoir de
consensus clair concernant la longueur idéale du domaine cytoplasmique
nécessaire à l’incorporation. Certaines études ont montré que la délétion de plus
de 19 ou 43 acides aminés, à partir de l’extrémité carboxy-terminale du domaine
cytoplasmique de la gp4l, réduit à la fois l’incorporation de l’enveloppe à la
particule virale et l’infectivitét115 488) Cependant, il a également été démontré que
lorsque la majeure partie du domaine cytoplasmique de la gp4l est tronqué, cette
délétion n’empêche pas l’incorporation de l’enveloppe et n’affecte pas l’infectivité
(138, 139, 250) lI est à noter que la glycoprotéine tronquée est non seulement
incorporée à la particule virale du VIH-1 mais également à la celle du MuLV, ce
qui n’est cependant pas le cas lorsque le domaine cytoplasmique est complet et
où seule l’incorporation spécifique au VIH-1 est observéet250t. Cependant, il faut
souligner que ces études ont toutes été réalisées chez des lignées de cellules
non permissives à la propagation virale. En revanche, lorsque les études sont
réalisées chez les lymphocytes et les PBMCs, il semble que le domaine
cytoplasmique de la gp41 se doit d’être complet afin de permettre l’incorporation
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de la glycoprotéine à la particule virale. Ceci implique que la longueur du
domaine cytoplasmique requise, permettant l’incorporation de la glycoprotéine à
la particule virale, varie selon le type cellulaire utilisét295.
Les plus récentes études réalisées ont permis de définir une région,
spécifique au domaine cytoplasmique de la gp4l, impliquée dans l’incorporation
de l’enveloppe. En effet, il semble que l’hélice al et plus précisément le peptide
lytique LLP1 serait impliqué dans l’incorporation de la glycoprotéine viral&203.
D’autres études ont également montré que la délétion de 1 2 acides aminés dans
la séquence correspondant au peptide lytique LLP1 empêcherait ce dernier à la
fois de s’assembler et de se lier à la membrane de la cellule nuisant ainsi à
I ‘intectivitétG5).
Il faut également souligner que l’interaction entre la glycoprotéine
transmembranaire virale, la gp4l, et la protéine de la matrice semble affecter
l’incorporation de glycoprotéine à la particule virale. En effet, il a été démontré
que des mutations spécifiques dans la séquence en acides aminés de la protéine
de la matrice empêchent l’incorporation au virus de la glycoprotéine virale ayant
un domaine cytoplasmique complet. Cependant, cet effet est réversible lorsque le
domaine cytoplasmique de la gp4l est tronqué de 104 ou même 144 acides
aminés à partir de son extrémité carboxy-terminale. Cette observation implique
donc qu’une glycoprotéine dont le domaine cytoplasmique est plus court est
incorporée indépendamment de la présence de la protéine de la matric&139.
Il est important de mentionner également que chez certains rétrovirus la
présence de motifs, dans le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine virale,
est essentielle à l’incorporation de cette dernière à la particule virale. Ceci est en
effet le cas pour le virus de la leucémie bovine (BLV) et le virus de la leucémie
murine (MLV). En effet, il a été démontré que l’oncoretrovirus BLV possède deux
motifs à base de tyrosine dans son domaine cytoplasmique qui affectent
l’incorporation de la glycoprotéine dans le virust193. En ce qui concerne le MLV,
un autre oncoretrovirus, un motif à base de tyrosine a également été identifié
dans le domaine cytoplasmique de ce dernier et, tout comme pour le BLV, ce
motif joue un rôle dans l’incorporation de la glycoprotéine dans la particule virale
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(425) Cependant, lorsque certaines séquences en acide aminés du domaine
cytoplasmique sont mutées, bien que ni la maturation ni l’incorporation de la
glycoprotéine ne soient affectées, le virus perd son potentiel infectieux158.
La maturation de la glycoprotéine du virus MLV est particulière. En effet
contrairement aux autres rétrovirus, durant la maturation de la glycoprotéine 16
acides aminés du domaine cytoplasmique sont retirés par la protéase virale.
Cette région formée de 16 acides aminés est appelée peptide R et la délétion de
ce dernier permet la fusion de la glycoprotéine virale à la membrane de la cellule.
Il a également été démontré que des mutations dans la séquence en acides
aminés du domaine cytoplasmique de la glycoprotéine du MLV, plus précisément
au niveau d’une super-hélice sous forme de trimères, inhibe la fusion. Ces études
démontrent donc que le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine du MLV peut
avoir une conformation qui permet ou empêche la fusion et par le fait même
l’infection par le virust425).
À la lumière de la section 3.6.3 il a été possible de constater le rôle joué
par chacun des domaines des glycoprotéines virales lors de l’infection des
cellules cibles. De plus, il a été possible de noter l’implication, au niveau de
l’infectivité, du domaine cytoplasmique des glycoprotéines. Il est également
important de mentionner que ce domaine contient des motifs qui influencent le
transport intracellulaire de la glycoprotéine et la sortie de la particule virale, ce qui
peut conséquemment affecter la pathogenèse virale. Ces différents aspects
seront traités en détails plus loin.
3.7 Assemblage et Bourgeonnement
Tel que décrit à la section 3.5, le précurseur p55Gag est considéré comme
l’élément principal dans l’assemblage, puisqu’il contient à la fois l’information et
les domaines requis à lassemblage et au bourgeonnement de la nouvelle
particule virale non-infectieuse. Suite à sa synthèse dans le cytoplasme, la
nouvelle molécule p55Gag doit, tout d’abord, être ciblée au bon endroit dans la
cellule et interagir correctement et au moment opportun avec d’autres molécules
similaires. Lorsque toutes ces conditions sont remplies, la nouvelle particule
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virale assemblée pourra alors bourgeonner de la cellule. Les différentes étapes
menant à l’assemblage et au bourgeonnement de la particule virale seront
décrites dans la prochaine section.
3.7.1 Ciblage à la membrane plasmigue : Domaine M
De nombreuses études ont montré que les mutations qui empêchent le
ciblage de la protéine Gag à la membrane plasmique préviennent la formation
d’une nouvelle particule viral&232’ 414, 493) Le domaine du Pr55 responsable du
ciblage à la membrane plasmique est le domaine M, situé dans les 31 premiers
acides aminés de la protéine MA présente dans le précurseur. Ce domaine
nécessite la présence d’acides aminés basiques et doit être myristylé afin de bien
remplir sa fonction493. Tel que démontré le myristate, qui remplace la première
méthionine du précurseur, s’insère dans la couche bilipidique de la membrane.
Les acides aminés basiques interagissent, quant à eux, avec les groupements
acides présents sur les phospholipides contenus dans la couche interne de la
membrane. Ce sont les interactions à la membrane par le myristate et les acides
aminés qui procurent l’énergie nécessaire à l’ancrage du précurseur à la
membrane plasmiquet70.
3.7.2 Multimérisation Domaine I
Suite à son ancrage à la membrane plasmique, le précurseur peut passer
à l’étape suivante; la multimérisation. La multimérisation des molécules de Gag
est à la base de la structure du virion et elle résulte du contact entre les
molécules de Gag. Cette étape requiert la présence du domaine I du précurseur.
Le domaine I comprend principalement la protéine NC et il joue un rôle critique
dans la localisation intracellulaire de Gag et dans la formation de complexes
intracellulaires du précurseur Gag377. La protéine NC a une séquence d’acides
aminés cystéine-histidine ainsi qu’un grand nombre d’acides aminés basiques. Il
faut préciser qu’elle joue un râle important dans l’encapsidation de l’ARN
génomique grâce à l’interaction entre la région Cys-His et la séquence
d’encapsidation (qi) présente sur l’ARN génomiqu&70.
Le rôle joué par d’autres protéines présentes sur le précurseur n’est pas
non plus négligeable. En effet, il semble que la protéine MA serait aussi
impliquée dans la multimérisationt49. La protéine MA est trimérique et il semble,
bien que ce soit encore controversé, que certaines mutations dans la protéine MA
affecteraient le trimère et par le fait même la multimérisation de Gag ce qui
pourrait influencer l’assemblaget2 Une autre protéine présente dans le
Pr559 et pouvant agir au niveau de la multimérisation de ce dernier est la
protéine CA. Des études de cristallographie ont permis de montrer que l’extrémité
NH2 de la protéine CA est organisée en anneaux formant des hexamères alors
que l’extrémité COOH forme un dimère. C’est ce qui permet la liaison des
différents anneaux entre euxt241. Des mutations dans l’extrémité NH2 affectent la
morphologie du virion alors que des mutations à l’extrémité COOH affectent
l’assemblaget112. La région MHR (major homology region) présente sur la
protéine CA peut également affecter l’assemblage lorsque certains acides aminés
sont mutést262.
Maintenant que le rôle joué par chaque composante a été décrit voyons
comment toutes ces composantes peuvent mener à l’assemblage de la particule
virale. Il semble que l’assemblage du VIH-1 requiert à la fois une interaction
protéines-protéines ainsi qu’une interaction protéines-ARN. L’interaction
protéines-protéines implique à la fois les interactions MA-MA et CA-CA et
probablement NC-NC puisque des multimères de la protéine NC peuvent se lier à
l’ARNt282. L’interaction protéine-ARN fait référence à la liaison entre la protéine
NC et l’ARN génomique. En liant l’ARN, la protéine NC concentre les molécules
du précurseur Gag sur une ou plusieurs molécules d’ARN, ce processus est la
nucléation. La concentration des molécules de Gag favorise les interactions
protéines-protéines entre les différents domaines du précurseur Pr550a9 ce qui
permet de sculpter la structure de la nouvelle particule. Ce modèle suggère que
la liaison NC-ARN agit comme une plateforme qui permet le recrutement des
molécules du précurseurt70.
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3.7.3 Bourgeonnement Domaine L
La dernière étape de l’assemblage implique le bourgeonnement de la
particule virale. Des analyses de mutagenèse effectuées sur le précurseur Gag
ainsi que des délétions dans la séquence de ce dernier ont permis de définir de
courtes séquences requises pour le bourgeonnement adéquat de la particule
virale156’ 184) Ces séquences ou motifs sont maintenant connus sous l’appellation
de domaine L (late domain) et ce puisque les mutations stoppent l’assemblage à
des étapes tardivest326. Il est intéressant de constater que ces domaines sont
non seulement présents chez les rétrovirus mais également chez la majorité des
virus à ARN de polarité négative et positivet292.
Jusqu’à ce jour trois classes de domaines L ont été répertoriées. La
première est la classe du domaine L représentée par le motif P(T/S)AP. Ce motif
a été identifié dans la protéine p6 du précurseur Gagt156. Le domaine L PTAP
recrute la protéine cellulaire TSG1O1 dont le rôle est de cibler les protéines
nécessaires à la formation des corps multivésiculaires (MVBs)t104’ 150) Le motif
PTAP se lie au domaine UEV situé à l’extrémité amino-terminale de la protéine
TSG1O1, plus précisément dans une cannelure du domaine UEV. Chacun des
acides aminés du motif PTAP fait contact avec la cannelure ce qui souligne
l’importance de la conservation du motif. L’implication de la protéine TSG1O1
dans le bourgeonnement a été mise en évidence suite aux études réalisées chez
son homologue, la levure. La délétion de cette protéine chez la levure empêche
le ciblage des protéines vacuolaires qui sortent du Golgi. Ce processus
s’apparente à celui associé au bourgeonnement de la particule viralet292.
La seconde classe de motif du domaine L, qui a été répertoriée, est le
motif YP(X)L. Ce dernier est présent dans la protéine p6 du précurseur chez le
VIH-1 et il est représenté par la séquence en acides aminés suivante : YPLTSL.
Ce motif recrute la protéine cellulaire AIP1/Alix qui facilite le bourgeonnement
(418) Tout comme TSG1O1, la protéine AIP1/Alix agit généralement au niveau de
la formation des MVBt30.
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La dernière classe de motif du domaine L est, quant à elle, représentée
par le motif PPxY. Ce motif est une séquence consensus qui est reconnue par les
domaines W W présents dans les protéines et qui permet la liaison de celles-ci
au motift257. Le motif PPxY peut lier le domaine W W présent dans les protéines
de la famille Nedd4, reconnue pour être impliquée dans le bourgeonnement de
plusieurs virust136. Cependant, il existe plusieurs protéines associées à la famille
Nedd4 chez les cellules animales et aucun consensus général n’a pu être établi
en ce qui concerne l’existence d’un partenaire commun capable de lier le
domaine L. Malgré cela, il a été observé que les protéines de la famille Nedd4
seraient impliquées dans la formation des MVBs, tout comme les partenaires
cellulaires dont il a été question précédemment292.
3.8 Relâche de la particule virale
L’étape qui finalise le bourgeonnement est la relâche de la particule virale.
Suite à cette étape, la nouvelle particule virale aura acquis les glycoprotéines
virales nécessaires à l’infection d’autres cellules. La maturation des différentes
protéines virales sera complétée peu de temps après la relâche de la nouvelle
particule.
Les lentivirus, dont fait partie le VIH-1, ont longtemps été reconnus pour
bourgeonner et être relâchés seulement à la membrane plasmique de la cellule
cible. Cependant, dans la section précédente il a clairement été démontré que le
domaine L du précurseur Gag, lors de son assemblage, s’associe avec plusieurs
éléments impliqués dans la formation des corps multivésiculaires (MVB5). De
nombreuses évidences montrent que la relâche du VIH-1 peut également se faire
via ces vésicules MVBst103. Dans les prochaines sections il sera question des
différents éléments associés à la relâche de la particule virale à la membrane
plasmique et aux MVBs (Figure 10).
3.8.1 Compartiments intracellulaires : Corps multivésiculaires (MVBs)
Tout d’abord, il convient de définir ce que sont les MVBs avant même de
traiter de la relâche virale. Les MVBs sont des structures intracellulaires
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Figure 70
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Représentation de la relâche de la particule virale à la membrane plasmique et
de la relâche aux corps multivésiculaires (MVBs). Ce schéma a été tiré de Monta,
E., et Sundquist, W.l. 2004. Retroviruses budding. Annu Rev CelI Dey Biol.
2004;20:395-425, puis il a été adapté pour les besoins de la revue.
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retrouvées plus précisément au niveau des endosomes. Les MVBs sont présents
chez les cellules eucaryotes et ils sont impliqués dans la voie des exosomes. Les
MVBs sont formés suite à l’invagination vers l’intérieur de la membrane de
l’endosome et au bourgeonnement de la vésicule dans la lumière de l’endosome.
L’accumulation de plusieurs vésicules à l’intérieur de l’endosome forme les MVBs
(157) Jusqu’à ce jour plus d’une quinzaine de protéines, impliquées soit dans la
formation des MVBs ou dans le ciblage aux MVBs, ont été répertoriées. Parmi
ces protéines il y a l’ubiquitine et plusieurs protéines de la classe E.
L’hypothèse du Cheval de Troie’ (“Trojan”), émise récemment, suggère
que la relâche du VIH-1 dans les macrophages se ferait à l’intérieur de la cellule
et non à la membrane plasmique. Elle suggère également que cette dernière se
ferait par la voie des exosomes et qu’elle impliquerait les MVBst298. Il est
toutefois important de mentionner que bien que le rôle joué par les MVBs soit
plus souvent associé à la relâche du VIH-1 dans les macrophages, leur rôle ne se
limite pas qu’à ce type cellulaire. En effet, il est possible que les MVBs soient
associés à la relâche du VIH-1 dans les cellules HeLa et les cellules T lorsque le
ciblage à la membrane plasmique est altéré. Cependant, il est également
possible que le mécanisme de relâche aux MVBs soit toujours utilisé en partie
mais qu’il soit masqué par une relâche plus forte à partir de la membrane
plasmique312.
3.8.1.1 Rôle de I’ubiquitine
L’ubiquitine est une petite protéine très conservée dont le rôle premier
consiste à marquer les protéines pour la dégradation par le protéasome.
L’ubiquitine sert également de signal permettant le ciblage des protéines aux
endosomes précoces lors de l’endocytos&175. Ceci implique que la majorité des
protéines qui pénètrent dans les MVBs sont déjà ubiquitinylées. Bien qu’il existe
des mécanismes qui ciblent les protéines aux MVB en absence d’ubiquitine354,
l’ubiquitination est nécessaire et suffisante pour cibler la plupart des protéines
aux MVBs206. Cette activité serait la responsabilité d’ubiquitine ligases E3.
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L’ubiquitination joue également un rôle dans la relâche des virus
enveloppés qui utilisent les domaines L P(S/T)AP et PPxY14501. Bien que le
mécanisme exact ne soit pas encore connu, il existe plusieurs arguments en
faveur de l’implication de l’ubiquitine dans la relâche du VIH-1. Plusieurs
rétrovirus, dont le VIH-1, incorporent un haut niveau d’ubiquitine dans leurs
particules viralest318. La protéine Gag du VIH-1 est mono-ubiquitinylée à
plusieurs endroitst3171. Les niveaux d’ubiquitination de Gag varient en fonction de
la présence ou de l’absence des domaines L127. La présence d’inhibiteurs du
protéasome, qui réduisent la quantité d’ubiquitine libre dans la cellule, diminue le
nombre de précurseurs Gag mono-ubiquitinylés et entraîne l’arrêt du
bourgeonnementt39. Enfin, l’ubiquitine mutée inhibe le bourgeonnement du virus
(419)• Cependant, il semble que des mutations dans le précurseur Gag du VIH-1,
qui diminuent l’ubiquitination de ce dernier, n’altèrent pas la relâche de façon
significative (317) Le mystère autour de l’incorporation de l’ubiquitine dans les
particules virales persiste. Il est possible que l’importance de l’ubiquitination du
précurseur Gag diffère selon le domaine L impliqué et qu’elle puisse varier selon
le type cellulaire°3t.
3.8.1.2 Rôle des protéines de la classe E
La caractérisation structurale des protéines Vps a mené à la classification
des morphologies distinctes des vacuoles. La classe E inclut les compartiments
pré-vacuolaires, ayant une taille exagérée, dans lesquels les protéines Vps
s’accumulentt2071. Ces protéines s’attachent à la membrane des endosomes à
l’endroit où l’invagination de la membrane vers l’intérieur se produit. Plusieurs
protéines Vps s’assemblent en complexes ESCRT-l, Il ou III. Cette classe
comprend également les protéines Vps4 qui ont une activité enzymatiquet201. Des
mutations dans la protéine Vps4 qui inhibent la liaison à l’ATP inhibent également
le ciblage aux MVBs. Les mutants de la protéine Vps4 peuvent également inhiber
la relâche des rétrovirus qui bourgeonnent de la cellule via les domaines L50.
Les protéines HRS font également partie de la classe E et elles sont
reconnues pour s’associer avec les protéines ubiquitinylées dans l’endosome
précoce. Elles font partie d’un complexe formé des protéines STAM, EPS15 et de
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la clathrine. Il n’existe, pour l’instant, aucune évidence démontrant que la protéine
HRS soit impliquée directement dans le bourgeonnement des rétrovirus.
Cependant, elle permet le recrutement du complexe ESCRT-l. Le complexe
ESCRT-l, quant à lui initie la cascade d’événements qui mènent à l’assemblage
des protéines de la classe E responsables de la formation des MVBs. Le
complexe est recruté suite à l’interaction entre les protéines HRS et TSG1O1t292.
Le second complexe recruté est le complexe ESCRT-ll qui est également
essentiel au ciblage des protéines ubiquitinylées aux MVBs, cependant aucun
lien direct n’a pu être établi entre sa présence et le bourgeonnement. Le dernier
complexe majeur recruté à la membrane de l’endosome est le complexe ESCRT
111(19). Les cellules humaines comprennent un total de dix protéines reliées au
complexe ESCRT-lll. Ces protéines se nomment CHMP et elles ont chacune un
rôle bien spécifique. Ces protéines sont associées à la relâche virale puisque des
mutants dominants-négatifs représentant ces protéines inhibent la relâche du
VIH-1 (272)
La classe E regroupe également la protéine AIP1/Alix. Cette protéine
interagit avec la protéine TSG1O1, par le motif PTAP, et avec une classe de
protéines CHMP de complexe ESCRT-Ill. La protéine AIP1/Alix joue un rôle dans
la relâche aux MVBs en favorisant la courbature de la membrane de l’endosome.
Cette protéine peut également lier le motif YP(x)L du domaine L permettant ainsi
l’accès des virus aux MVBs292.
Il est maintenant clair que les domaines L présents chez les rétrovirus
doivent interagir avec les protéines de la classe E pour assurer la relâche. Il est
également important de mentionner que le point d’entrée aux MVBs dépend de
l’interaction spécifique entre les protéines de classe E et les domaines L. Dans le
cas du VIH-1, le motif P(T/S)AP est impliqué dans la relâche du virus qui se fait
suite à l’interaction entre le complexe ESCRT-l et la protéine TSG1O1 au niveau
des MVBs°3. Il est connu que le domaine L catalyse le pincement final
(“pinching-off”), qui doit se faire à la membrane, afin de permettre le relâchement
de la particule viral&156. Cependant, il reste à déterminer les facteurs cellulaires
associés au pincement final103.
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3.8.2 Relâche à la membrane plasmipue
3.8.2.1 Relâche aux domaines apical et basolatéral
Bien qu’il a été démontré à la section précédente que le précurseur
p55Ga9 du VIH-1 soit la seule protéine rétrovirale requise pour la relâche efficace
de la particule virale, la relâche peut être influencée par l’expression d’autres
protéines virales. La relâche des particules virales sans glycoprotéines virales, se
fait à la fois à la surface apicale et à la surface basolatérale des cellules
épithéliales polarisées. Toutefois, lorsque la glycoprotéine d’enveloppe est
exprimée, la particule virale est alors ciblée à un endroit bien spécifique de la
cellule polarisée, plus précisément à la surface basolatérale. Ce ciblage
spécifique dépend d’un motif présent dans la région cytoplasmique de la gp4l
(248, 249, 322) L’influence du motif à base de tyrosine est également observable lors
de la relâche virale dans les Iymphocytest107. Le rôle de ce motif sera discuté
plus en détails à la section 4. Il semble que la présence de la glycoprotéine virale
à un endroit spécifique de la cellule influence l’interaction avec Gag sans recibler
pour autant la relâche virale à cet endroit. En effet, il a été démontré que lorsque
la glycoprotéine virale est retenue au RE, Gag est redirigé vers le RE. Ceci a
pour effet de retarder le bourgeonnement qui se fait tout de même à la membrane
plasmique et non à la membrane du REt376’ 447) Ce point sera repris plus en
détails au cours du chapitre 4. C’est cependant l’incorporation des glycoprotéines
virales, présentes à la surface des cellules, qui permettra à la nouvelle particule
virale relâchée d’être infectieuse. Le rôle des glycoprotéines au niveau de la
pathogenèse sera traité à la section 6.
Lors de la relâche de la particule il n’y pas que la glycoprotéine virale qui
est incorporée. Une des particularités du VIH-1 est qu’il peut incorporer des
glycoprotéines appartenant à d’autres rétrovirus ou des facteurs associés à la
cellule cible, tels HLA-DR, LFA-1 et ICAM-1t24’ 434)• En ce qui concerne la
molécule d’adhésion ICAM-1, son incorporation chez le VIH-1 augmente à la fois
l’avidité entre la cellule hôte et le virus, lors de la fusion entre les deux
membranes, et l’entrée du virus dans la ceIlulet358. Bien que le rôle précis de
l’incorporation des protéines cellulaires dans l’infection par les rétrovirus reste à
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déterminer, il semble que le domaine cytoplasmique de la protéine
transmembranaire virale soit impliqué dans l’incorporation de ces dernières. En
effet, des études réalisées avec le VIS ont démontré que les niveaux
d’incorporation des protéines HLA-l et HLA-II, chez le VIS, sont nettement plus
élevés lorsque le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine est de pleine
longueurt453. Chez le VIH-1, l’incorporation de la molécule HLA-I se tait que la
glycoprotéine virale soit présente ou non. Il a également été possible de constater
que l’incorporation de cette dernière peut se taire en présence d’une
glycoprotéine dont le domaine cytoplasmique est tronqué en autant que les 42
premiers acides aminés soient présentst341. Des études réalisées par le groupe
de Michel Tremblay ont également montré que la glycoprotéine du VIH-1 est
dispensable à l’incorporation des molécules HLA-DR et ICAM-1 (269,372)
L’expression de la protéine rétrovirale Vpu joue également un rôle au
niveau de la relâche virale. La présence de la protéine Vpu fait augmenter la
relâche virale d’environ sept fois chez les cellules humainest37. Les particules
virales qui ne possèdent pas la protéine Vpu s’accumulent à l’intérieur de la
cellule ou à la membrane plasmique215. Chez le VIH-2, où la protéine Vpu est
absente, le rôle de cette dernière est joué par l’enveloppe viralet36.
3.8.2.2 Radeaux lipidiques (lipid rafts)
Des études récentes ont montré que la relâche virale du VIH-1, à la
membrane plasmique, pouvait se faire dans des microdomaines riches en
cholestérol et en glycosphingolipides, domaines connus sous le nom de radeaux
lipidiques (Figure liA). L’association des protéines virales, tel le précurseur
Pr55, aux radeaux lipidiques pourrait favoriser les interactions protéines-
protéines lors de l’assemblage, augmenter la transmission virale lors d’un contact
cellule à cellule et augmenter l’intectivité des virions librest103. Le VIH-l se sert
des radeaux lipidiques lors de son assemblage et de son bourgeonnement. En
effet, il est possible d’observer un enrichissement des molécules ou des protéines
associées aux radeaux lipidiques à l’intérieur des particules virales299’ 313)• De
plus, il est possible d’isoler certaines protéines du VIH-i (Pr55Ga9, la gp4l et Nef)
dans les fractions membranaires qui résistent aux traitements par certains
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Représentation schématique d’un radeau lipidique (A), d’une cavéole (B) et d’une
vésicule de clathrine (C). Les figures ont été tirées et adaptées de Simons, K. et
Ikonen, E. 1997. Functional rafts in celi membranes. Nature 387: 569-572;
Anderson, R. G. W. 1998. The caveolae membrane system. Ann.Rev.Biochem.
67: 199-225; Alberts, B. 1999. Essentiel de la Biologie Cellulaire, Edition Garland.
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détergents, ce qui est une caractéristique associée aux radeaux lipidiquest179 370,
456) Finalement, une déplétion du cholestérol, qui est la composante essentielle
des radeaux lipidiques, inhibe la relâche viralet50. Pour l’instant, il semble que le
rôle le plus généralement associé aux radeaux lipidiques dans la relâche virale
soit de concentrer les facteurs nécessaires à l’assemblage et à la relâche.
4. Mécanismes d’internalisation des protéines membranaires
L’accumulation des glycoprotéines cellulaires ou virales à la surface des
cellules est régulée par des mécanismes présents chez la cellule. Ces
mécanismes font en sorte que les glycoprotéines synthétisées soient recyclées
ou dégradées afin d’éviter un encombrement à la surface de la cellule pouvant
nuire à certaines fonctions exercées par certaines protéines cellulaires ou virales.
Parmi ces mécanismes. l’internalisation par les vésicules de clathrine est le plus
connu. C’est sur cet aspect essentiel que sera mise l’emphase au cours de cette
section. Les éléments et les motifs associés à l’internalisation des glycoprotéines,
en particulier par les vésicules de clathrine (Figure 11C), seront donc examinés
plus en détails.
4.1 Clathrine vs Cavéoles
Il existe une ou plusieurs formes d’internalisation chez la majorité des
cellules eucaryotes. Ce processus permet entre autre à la cellule de maintenir un
équilibre en récupérant les protéines et les lipides, amenés à la membrane
plasmique, par une activité sécrétoire constante. Ce maintien s’effectue, de façon
spécifique, lors de la transmission de signaux au niveau neuronal, et de façon
plus générale à la majorité des membranes cellulaires. Cette activité
d’internalisation permet également à l’organisme de réguler les interactions avec
le monde externe et de bâtir une défense contre des agents pathogènes.
Paradoxalement, plusieurs agents infectieux manifestent leurs effets après avoir
été internalisés par la cellule hôte, démontrant ainsi leur capacité d’adaptation.
L’endocytose par les vésicules de clathrine, qui sera discutée de façon
exhaustive un peu plus loin, représente la voie d’internalisation la plus étudiée. Il
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existe cependant d’autres voies dites clathrine indépendante une première voie
nommée macropinocytose et une autre voie impliquant les cavéoles.
Les cavéoles sont en fait des puits présents à l’intérieur de la membrane
plasmique qui ont été identifiés, au départ, dans les cellules endothéliales et
adipeuses11’ 334)• Les cavéoles sont riches en cholestérol et en sphingolipides
(Figure 11B). Elles peuvent être détruites par les mêmes agents qui permettent
d’extraire le cholestérol et sont insolubles au Triton X-100. De ce fait, elles sont
une sous-classe de domaines membranaires riches en cholestérol et résistants
aux détergents, que l’on nomme également radeaux glycolipidiques1’ 145, 163, 408)
Le côté cytoplasmique de la cavéole se distingue par la présence de striations qui
seraient formées par l’accumulation d’une protéine membranaire; la cavéoline
(368) La formation de cavéoles dans l’endothélium est associée à la transcytose,
contrairement aux vésicules de clathrine, qui elles, sont associées au transport
via les endosomes et les lysosomes53’ 284) Le rôle joué par la cavéole dans
d’autres types cellulaires demeure par contre plus obscur. Il en est de même en
ce qui concerne certaines fonctions qui lui sont associées tel le ciblage polarisé
dans les cellules épithéliales et la transduction de signaux12’ 245) L’endocytose
impliquant la cavéole a été mise en évidence entre autre pour la toxine du
choléra liée au ganglioside GM1, pour SV4O ainsi que pour le récepteur AMF
(autocrine motility factor)224’ 236, 290, 333, 398, 432)
Il existe un autre mode d’endocytose, indépendant de la clathrine, nommé
macropinocytose qui est utilisé par les macrophages, les cellules dendritiques et
les fibroblastes. La macropinocytose permet le transfert passif de
macromolécules dans les macropinosomes qui seront par la suite livrées aux
lysosomes ou recyclées349’ 350, 416) Cependant, tout comme pour l’internalisation
par les cavéoles, le rôle exact joué par la macropinocytose n’est pas très clair.
4.2 Clathrine
Pour la plupart des types cellulaires de mammifères, l’internalisation de
ligands liés à des récepteurs, ou l’internalisation de fluide extracellulaire se fait
suite à la formation de vésicules de clathrine. Les vésicules de clathrine ont été
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identifiées pour la première fois dans le cerveau et associées à l’endocytose de la
membrane pré-synaptique, suite à l’exocytose des vésicules synaptiquest331.
4.2.1 Structure et assemblage
Le manteau des vésicules est formé d’un treillis d’hexagones et de
pentagones de protéines de clathrine. Chaque unité fonctionnelle de clathrine est
formée d’un triple squelette composé de 3 chaînes lourdes de 180 kDa chacune
en complexe avec une chaîne légère de 30-35 kDa (Figure 12)t331).
La chaîne lourde s’exprime chez tous les types de cellules eucaryotes
avec un très haut degré d’homologie entre la protéine des cellules de
mammifères et celle de la levure Saccharomyces cerevisiaet329. La chaîne légère
est quant à elle plus polymorphique et il est en effet possible d’observer un bon
nombre de différences de séquence en acides aminés entre la protéine chez les
cellules de mammifères et celle de la levuret402. Bien que le rôle de la chaîne
lourde soit connu, puisqu’elle procure la charpente du treillis de manteau de
clathrine, il semble que celui de la chaîne légère reste largement à définir. En
effet, sa présence ou son absence ne nuit en rien à l’assemblage des chaînes
lourdes ni à la stabilité du manteau chez les cellules de mammifères384.
Cependant chez les levures, l’absence des chaînes légères affecte la structure
de la même façon que l’absence des chaînes lourdes69. Il semble également
que la chaîne légère soit responsable de la phosphorylation d’une des sous-
unités de l’adaptine AP-2, dont le rôle sera discuté plus loint327.
Chaque portion du triple squelette est composée de trois régions
distinctes. Un premier long segment proximal de l7nm séparé par un coude d’un
second segment distal de 25nm. Ce dernier est lui-même suivi d’un domaine
globulaire composé de la partie amino-terminale de la chaîne lourde de la
clathrinet213. La région amino-terminale est liée à un court domaine flexible qui
permet au domaine globulaire d’être replié vers l’intérieur du triple squelettet174.
Les chaînes légères de la clathrine se lient aux chaînes lourdes le long du
segment proximal44’ 214) Afin de former un manteau de clathrine complet il faut un
total de 12 pentagones et un nombre variable d’hexagonest85.
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Fîgure 12
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Représentation schématique de la clathrine et de ses différentes chaînes. Le
schéma a été tiré de Benmerah, A. et Lamaze, C. 2002. Endocytose : chaque
voie compte ! Médecine Sciences Vo118 (11), puis il a été adapté pour les
besoins de la revue.
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Il peut sembler difficile d’envisager qu’une structure formée d’un triple squelette
d’hexagones s’assemble en un treillis courbé constitué à la fois d’haxagones et
de pentagones. En tait, ce réarrangement devient possible grâce à des molécules
chaperones, qui ne sont pas des composantes stables des vésicules de clathrine,
ou grâce à l’effet de GTP sur l’invagination des puits de clathrinet51. Les
molécules chaperones ou adaptines seront traitées dans la prochaine section.
43 Adaptines
4.3.1 Structure et types
Tel que mentionné précédemment, durant l’assemblage du manteau de
clathrine et de l’invagination de la membrane plasmique, la clathrine entre en
contact avec plusieurs protéines dont certaines sont directement liées au
recrutement de molécules dites “cargo”. Elles sont appelées adaptines
puisqu’elles font le pont entre le manteau de clathrine et le ciblage du cargot212.
Il existe deux types d’adaptines, les monomériques et les multimériques.
Pour les besoins de cette revue seules les adaptines multimériques seront
discutées plus en détails. Mentionnons simplement que l’internalisation par les
vésicules de clathrine peut également nécessiter l’aide des adaptines
monomériques ayant une simple sous-unité capable de lier les domaines des
sous-unités o et 13 de l’adaptine AP-2. Dans cette classe figurent les protéines
dites accessoires les protéines Epsl5, l’espsine, l’amphiphysine, l’AP18O ainsi
que la 13_arrestinet2Sl 256, 344, 433, 464)
Les adaptines multimériques regroupent une famille d’adaptines (AP)
constituées de complexes hétérotétramériques ayant une taille de 300 kDa. Cette
famille comprend les adaptines AP-1 à AP-4 (Figure 13)t212). Chaque complexe
est formé de deux chaînes lourdes yl et 131 pour l’AP-l, o2 et 132 pour l’AP-2, 63
et 133 pour l’AP-3 et &4 et 134 pour l’AP-4. Chaque complexe contient également
une chaîne moyenne; 111 à p4 ainsi qu’une petite chaîne; al à a4 pour les
adaptines AP-1 à AP-4. Les chaînes lourdes ont un poids moléculaire de 100
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Représentation schématique des quatre familles d’adaptines et de leurs
différentes sous-unités. Le schéma a été tiré et adapté de McMahon, H.T.
Neurobiology Division, Laboratory of Molecular Biology (http://www2.mrc-
lmb.cam.ac.uk/NB/McMahon_H/group/Adaptors/).
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kDa, les chaînes moyennes ont, quant à elles, un poids de 50 kDa alors que les
petites chaînes ont un poids moléculaire d’environ 20 kDat212. Visuellement le
complexe hétérotétramérique est constitué d’un corps ayant la forme d’une tête
flanqué de deux oreilles disposées de façon symétrique et reliées à la tête par
une queue possiblement flexiblet177. Bien que l’organisation des adaptines soit
connue il existe peu de données sur l’assemblage du complexe et sur les
interactions entre les différentes sous-unités durant la formation du complexe.
Des études de double-hybride chez la levure ont démontré que les sous-unités o
et y interagissent avec les sous-unités 3 et a et que les sous-unités 3 peuvent
également interagir avec les sous-unités (323)•
4.3.2 Fonction du complexe et des sous-unités
Les adaptines jouent un rôle durant l’assemblage du manteau de
clathrine. En effet, même si le manteau de clathrine peut s’assembler en absence
d’adaptines il a été observé que la présence d’adaptines durant l’assemblage
permet d’obtenir un manteau de taille uniforme favorisant l’assemblage dans des
conditions plus physiologiques491. Il a également été proposé que les adaptines
favorisent la liaison de la clathrine à la membrane en se positionnant entre le
treillis de clathrine et la membrane de la vésicule. Lorsqu’on enlève la clathrine
du manteau par traitement chimique ou en incubant avec l’ATPase Hsc7O, il est
possible d’observer des adaptines à la membrane de la vésicul&382 467)• Malgré le
mauvais ciblage de l’AP-2 aux endosomes, suite à l’ajout de GTPyS, il est
possible d’observer la présence de la clathrine aux endosomest177.
Les adaptines peuvent également se lier aux domaines cytoplasmiques
des protéines membranaires, ce qui permet la concentration de ces dernières
dans les vésicules de clathrine. Cette fonction de triage lors des différentes
étapes de transport et d’internalisation des protéines est sans doute la principale
fonction des adaptines. Le récepteur M6P (mannose 6-phosphate) se retrouve en
grande concentration dans les vésicules de clathrine, au niveau du TGN (“Trans
Golgi Network”) et de la membrane plasmique. Il forme des agrégats avec
l’adaptine AP-2 et constitue le premier exemple de liaison possible entre une
protéine cargo et les adaptinest330. D’autres études ont permis de démontrer que
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les adaptines interagissent avec la queue de plusieurs récepteurs tant au niveau
de la membrane plasmique qu’au niveau du TGN.
Bien que les sous-unités des adaptines soient liées entre elles de façon
très serrée elles ont quand même des fonctions bien distinctes. En effet, les
sous-unités F3 sont impliquées dans la liaison aux molécules de clathrine alors
que les sous-unités ji sont quant à elles impliquées dans la reconnaissance des
signaux de ciblage présents dans les protéines ainsi que dans la liaison
subséquente77. Cette fonction sera discutée à la section 4.5. De plus, la liaison
des sous-unités des adaptines à certains motifs, présents dans la partie
cytoplasmique des protéines et liés aux signaux de ciblage, permet le ciblage des
glycoprotéines à des endroits spécifiques chez les cellules polarisées. Il est à
noter que cette fonction sera discutée plus en détails à la section 5.
4.4 Dynamine
4.4.1 Structure et rôle
Il est bien connu que l’ajout de protéines, capables de lier la GTP, et de
composantes nécessaires à la formation du manteau de certaines vésicules peut
entraîner le bourgeonnement de celles-ci. C’est d’ailleurs le cas des vésicules
recouvertes des protéines COPI et COPII, qui dirigent le transport des protéines
entre le RE et le Golgi22 316) En ce qui concerne les vésicules de clathrine, la
dynamine serait nécessaire au bourgeonnement de ces dernières. La dynamine
fait partie de la super famille des GTPase. Cependant sa taille (100 kDa), sa
faible affinité pour la GTP et sa grande capacité à hydrolyser la GTP en font un
membre non conventionnelt366. La dynamine a été découverte la première fois
chez la drosophile et il a été possible d’identifier par la suite trois isotormes chez
les mammifères : dynamine-1 qui est spécifique aux neurones, la dynamine-2 qui
s’exprime de façon ubiquitaire et la dynamine-3 qui est spécifique aux testicules
(297, 412)
La dynamine contient trois domaines distincts un domaine catalytique de
liaison à la GIP en N-terminal, un domaine central homologue à la pleckstrine
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(PH) probablement impliqué dans les interactions phospholipides-protéines et un
dernier en C-terminal riche en résidus proline et arginine (PRD). Ce dernier
comprend quelques domaines de liaison homologue au domaine Src 3 (SH3)311’
400) Des études démontrent que la sur-expression d’un mutant dominant négatif
de la dynamine-1, de domaines fonctionnels de la dynamine ou de son partenaire
l’amphiphysine inhibent l’endocytose des vésicules de clathrine. Ceci a permis de
définir le rôle joué par la dynamine dans linternalisationtBO 401) De plus, il semble
que le domaine central PH soit nécessaire à l’endocytose dépendante des
vésicules de clathrine en médiant la liaison entre la dynamine et les
phosphoinositidest3. La dynamine serait également impliquée dans le
bourgeonnement de la cavéole, puisque le bourgeonnement de celle-ci nécessite
l’hydrolyse de la GTP(1733s9). De plus, tout comme pour les vésicules de clathrine,
la sur-expression de mutants de la dynamine-1 entraîne l’accumulation de la
cavéole à la surface de la cellul&305.
La dynamine serait également impliquée dans le transport des vésicules
intracellulaires au même titre que les protéines vsplp et dnmlp, qui sont des
membres de la famille des dynamines chez Saccharomyces cerevisiae’48’ 476)
Chez les mammifères, la dynamine-2 serait impliquée dans le bourgeonnement
des vésicules qui se forment au niveau du TGNt88.
Il existe un modèle, généralement reconnu, pouvant expliquer comment la
dynamine peut entraîner l’internalisation des vésicules de clathrine. Tout d’abord,
au cours des étapes de liaison et d’assemblage, la dynamine sous forme
d’homodimère ou d’homomultimère serait ciblée à un compartiment spécifique de
la membrane. Ce ciblage est rendu possible grâce à la liaison de sa portion PDR
à un domaine SH3 présent sur une protéine ciblée à la membrane. Cette liaison
protéine-protéine entraîne l’association entre la portion PHD de la dynamine et
une surface lipidique chargée négativement. Suite à cette liaison, la dynamine
s’assemble d’elle-même en une structure sous forme de spirales qui a pour effet
de resserrer la surface membranaire en tubulest260. L’assemblage de la
dynamine augmente son activité GiPase ce qui entraîne un changement de
conformation de la dynamine. Il se peut que ce changement soit difficile à gérer
par la couche bilipidique, puisqu’il dépasse la quantité de courbures normalement
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permises et qu’il provoque un pincement de la membrane ou des brisures à des
endroits spécifiques sur celle-ci. Finalement, le changement de conformation de
la dynamine et le relâchement de la vésicule libère la GDP, hydrolysée par
l’activité GTPase de la dynamine, et la Pi. Ces dernières se dissocient en petits
oligomères et se détachent de la surface de la membrane. La dynamine peut
quant à elle demeurer associée à la vésicule nouvellement synthétisée et assurer
le transport vers une autre surface membranairet280.
4.5 InternaI isation des glycoprotéi nes
4.5.1 Glycoprotéines cellulaires
L’internalisation des protéines présentes à la membrane plasmique via les
vésicules de clathrine dépend de courtes séquences retrouvées la plupart du
temps dans les portions cytoplasmiques des protéinest436. Des expériences de
mutagenèse dirigée ont permis d’identifier deux classes de signaux associés à
l’internalisation des protéines. Une première classe qui se caractérise par la
présence d’acides aminés aromatiques, la plupart du temps impliquant une
tyrosinet22 et une seconde classe dans laquelle il est possible d’inclure le motif
di-leucine (L-L) ou le motif isoleucine-leucine (lL)tl86238).
Bien que la présence de la tyrosine soit, elle-même, critique pour
l’internalisation, il n’existe aucun consensus sur la séquence exacte requise chez
les motifs à base de tyrosine afin que l’internalisation soit efficace. Il doit donc
exister plusieurs sous-classes de signaux à base de tyrosinet296. Cependant, afin
d’obtenir une interaction maximale entre les motifs à base de tyrosine et la sous-
unité .12 de l’AP-2, il est préférable que la tyrosine soit suivie d’une arginine en
position Y+2 et d’une leucine en position Y+3t32. De plus des études de
crystallographie, réalisées sur la sous-unité p2 liée au motif à base de tyrosine de
la protéine TGN38, ou à celui du récepteur du facteur de croissance, ont permis
de démontrer que la tyrosine ne doit pas être phosphorylée et que le motif doit
adopter une conformation en feuillet 13. Cette spécificité est conférée par la
présence de poches hydrophobiques qui lient la tyrosine ainsi que la leucine. La
conformation adoptée par le motif fait que seul le motif à base de tyrosine peut
79
lier la sous-unité i2320. D’autres analyses ont révélé que bien que les sous-
unités ilA et ilS ainsi que les sous-unités ji3A et ji3S peuvent lier les motifs à
base de tyrosine, l’interaction est plus faible35. Une interaction plus faible peut
toutefois demeurer significative si les protéines sont concentrées à des régions
spécifiques de la cellule.
Les protéines à internaliser sont concentrées à des endroits de la
membrane qui sont recouverts de clathrine. Ces dernières interagissent avec les
protéines adaptines grâce aux signaux présents dans leur portion cytoplasmique.
Les adaptines les plus fréquemment impliquées dans l’internalisation des
protéines sont les adaptines AP-1 et AP-2 (Tableau Il). LAP-l est restreinte aux
vésicules présentes au niveau du TGN et est impliquée dans le transport aux
endosomes. L’adaptine AP-2 se retrouve, quant à elle, au niveau de la
membrane plasmique et est impliquée dans le transport au TGN ou aux
lysosomest167.
La liaison in vitro à la sous-unité ji2 des motifs à base de tyrosine
présents dans la portion cytoplasmique de protéines membranaires, tel que la
protéine lamp-l474, H2-Mbt68, CD68180 et TGN38309 a été démontrée. Cette
liaison permet le transport de la membrane plasmique aux compartiments
lysosomaux dans le cas des trois premières protéines mentionnées plus haut et
au TGN dans le cas de la protéine TGN38t309. Le récepteur des LDL contient
également un motif à base de tyrosine (NPVY) dans sa partie cytoplasmiquet92’
209) tout comme le récepteur de la transferrine (YTRF). Ces derniers sont tous
deux internalisés par l’entremise des vésicules de clathrinet162’ 191) lI semble que
la présence d’ATP faciliterait l’internalisation de ces récepteurs dans la cellule
(385) La phogrine est une glycoprotéine qui se localise au niveau des granules
sécrétrices tel les DCV (dense-core vesicules) présentes chez plusieurs types
cellulaires neuronales et endocriniens460’490. Elle a également un motif à base de
tyrosine capable de se lier à la sous-unité j.i2 de l’AP-2 afin de permettre son
internalisation dans la cellule ainsi que sa localisation subséquente aux DCV459.
La portion cytoplasmique de la protéine CD3 y ainsi que celle du récepteur de
l’insuline possèdent quant à elles un motif d’internalisation di-leucinet161’ 238)
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Résumé des différentes fonctions remplies par les adaptines AP-1 et AP-2 et
leurs sous-unités lors de ‘internalisation des protéines cellulaires ou virales. Hirst,
J., et al. 1999. Characterization ot a fourth adaptor-related protein complex. Mol
Biol CelI, 10(8): 2787-2802.
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Adaptines et sous- Motifs reconnus Fonctions
unités
Ciblage aux
AP-i endosomes à partir du
Golgi via les vésicules
de clathrine
Se lie à la membrane
DFGxØ du Golgi via Arfi
Gamma (y) Recrute des facteurs
DFxDF qui interagissent avec
AP-1 (ex Epsine)
LLNLD présent chez la Se lie à la membrane
clathrine du Golgi via Arfi
Beta 1 (F31) Se lie à la clathrine
[DE]xxxL[LI] présent Reconnaît les protéines
chez la protéine cargo cargos
Reconnaît les protéines
YxxØ présent chez la cargos
Mu 1 A et B (jilNjil B) protéine cargo Interagit avec la
membrane du Golgi
Stabilise l’adaptine en
Sigma 1 (ai) facilitant l’interaction
entre les sous-unités
Responsable de
l’internalisation des
protéines ou des
AP-2 récepteurs situés à la
membrane plasmique,
via les vésicules de
cl ath ri n e
Se lie à la membrane
plasm iq u e
Alpha A et C (aA/aC) DxF, FxDxF et WVxF Recrute des facteurs
qui interagissent avec
AP-1 (ex : Epsine)
LLNLD présent chez la Se lie au motif dileucine
clathrine présent chez la protéine
Beta 2 (F32) cargo
[DE]xxxL[Ll] présent
chez la protéine cargo Se lie à la clathrine
Reconnaît les protéines
YxxØ présent chez la cargos
Mu 2 (1i2) protéine cargo
WVxF Interagit avec la
membrane plasmique
Stabilise l’adaptine en
Sigma 2 (o2) facilitant l’interaction
entre les sous-unités
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4.5.2 Glycoprotéines virales
Tel que déjà mentionné, I’internalisation des glycoprotéines virales de la
surface cellulaire jouerait un rôle important dans la biologie du virus. Tout comme
dans le cas des protéines cellulaires, les adaptines sont également impliquées
dans l’internalisation de ces dernières.
La glycoprotéine de surface hémagglutinine (HA) du virus Influenza est un
bon exemple. L’ajout d’un résidu tyrosine en position 543 de la portion
cytoplasmique de la protéine HA a permis de mettre en évidence l’importance de
la tyrosine dans l’internalisation des protéines à l’aide des vésicules de clathrine
(227) De plus, la substitution des acides aminés qui suivent la tyrosine, par des
acides aminés critiques et reconnus pour recréer le motif d’internalisation idéal, a
également permis d’améliorer l’internalisation de la protéine HAt219. Un motif
tyrosine, permettant l’internalisation des glycoprotéines, a également été identifié
chez la glycoprotéine d’enveloppe gB du virus de la pseudo-rag&126, chez la
glycoprotéine transmembranaire du virus du sarcome de Rous qui contient
également un motif tyrosine dans sa partie cytoplasmique304 tout comme celle
du virus de singe Mason-Pfizert411.
Le virus Nipah de la famille des Paramyxoviridae possède deux
glycoprotéines virales, les protéines F et G. Bien que les deux soient
internalisées, il semble que seule la glycoprotéine F possède un signal à base de
tyrosine qui favorise son internalisation dans la cellulet449. Le virus de la varicelle,
possède deux motifs à base de tyrosine ainsi qu’un motif di-leucine dans la partie
cytoplasmique de sa glycoprotéine gB. Parmi ces trois motifs, il a été possible
d’attribuer des rôles aux deux motifs à base de tyrosine. Le motif proximal au
domaine transmembranaire est responsable de l’internalisation alors que le
second est responsable de la localisation au Golgi (168) La glycoprotéine B5R du
virus de la vaccine possède un résidu tyrosine ainsi qu’un motif di-leucine dans
sa portion cytoplasmique. Bien que la tyrosine ne semble pas faire partie d’un
motif classique, il semble que la substitution de cet acide aminé ainsi que des
substitutions au niveau du motif di-leucine entraîne l’accumulation de la
glycoprotéine B5R à la surface de la cellule458. La protéine Us9 du virus de la
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pseudo-rage possède un motif di-leucine dans sa portion cytoplasmique qui est
également responsable de l’internalisation de la protéine.
Il existe également une classe de glycoprotéines virales dont
l’internalisation dépend de signaux indépendants de ceux mentionnés plus haut.
Le paramyxovirus SV5 possède une glycoprotéine hémagglutinine
neuraminidase HN dont l’internalisation dépend de sept acides aminés présents
dans l’ectodomaine. Il est à noter que cette dernière dépend surtout de la
présence du glutamate (F37) qui définit possiblement la frontière entre
l’ectodomaine et le domaine transmembranaire de la protéine HN237. La
glycoprotéine gB du cytomégalovirus possède une région riche en acides aminés
ayant une chaîne latérale acide dans sa partie cytoplasmiquet439t. Bien que
l’internalisation soit possible par d’autres signaux non-conventionnels elle requiert
dans les deux cas la présence des vésicules de clathrine.
4.5.2.1 Protéines rétrovirales
Les virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et simien (VIS) possèdent
également un motif à base de tyrosine dans la portion cytoplasmique de leurs
glycoprotéines transmembranaires responsable de l’internalisation de la
glycoprotéine virale présente à la surface de la cellulet121 222, 371, 380) La tyrosine
fait partie d’une région composée de six acides aminés. Elle est invariante parmi
les isolats de la clade B et très conservée chez les autres isolats2. De plus,
plusieurs études ont clairement démontré que la sous-unité ji2 de l’adaptine AP-2
se lie avec la tyrosine présente dans le motif proximal au domaine
transmembranaire de la protéine gp4l du VIH-1 et permet l’internalisation de la
glycoprotéine présente à la surface de la cellule. Ces études ont été effectuées
avec une protéine chimérique où seul le domaine cytoplasmique de la gp4l a été
conservét306t. D’autres études, cette fois-ci in vivo, ont permis de démontrer une
interaction entre la glycoprotéine d’enveloppe et l’adaptine AP-2 chez les cellules
infectées3. Des études effectuées par ce même groupe ont également permis
de démontrer, à l’aide de peptides synthétiques, que la sous-unité .12 se lie avec
la tyrosine présente en position 712 du domaine cytoplasmique de la gp4l. De
plus, il semble qu’une glycine adjacente à la tyrosine soit également impliquée,
84
conjointement avec la tyrosine, dans la liaison à la sous-unité p2 de l’AP-2 et
dans I’internalisation subséquente de la glycoprotéine virale présente à la surface
de la cellulet31. Il est à noter que ce sont également des études réalisées in vitro
qui ont permis de démontrer que le motif tyrosine présent dans la glycoprotéine
transmembranaire gp4l, chez le VIS et le VIH-1, peut également se lier à la
chaîne pi de l’adaptine AP-i présente au niveau du TGN et des endosomes2839.
Certaines études ont également permis de mettre en évidence la
présence d’un autre signal d’internalisation dans la portion cytoplasmique des
glycoprotéines virales. Dans le cas du VIS, si la tyrosine est mutée et que la
portion cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire n’est pas tronquée il
est possible de constater que l’internalisation de l’enveloppe présente à la
surface de la cellules est toujours possible. Ceci a permis d’identifier un second
signal, di-leucine, dans la partie carboxy-terminale de la queue cytoplasmique de
la glycoprotéinet39. La même observation a pu être faite dans le cas du VIH-1. En
effet, un motif di-leucine présent dans la partie carboxy-terminale de la portion
cytoplasmique de la gp4l peut également se lier à l’adaptine AP-i. Ce signal
serait également responsable de la distribution adéquate de l’enveloppe dans
certains compartiments intracellulaires. La liaison des motifs, respectivement à
l’AP-i et à l’AP-2, serait responsable de la quantité finale d’enveloppe présente à
la surface des cellules infectéest482.
Une autre protéine rétrovirale, qui a fait l’objet de plusieurs études au
niveau des mécanismes d’internalisation, est la protéine Nef. Cette protéine est
présente chez le VIS et le VIH-i et elle permet l’internalisation de la protéine CD4
ainsi que des molécules de classe I du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH I), présentes à la surface des cellules. Chez le VIH-1, il est bien connu que
Nef co-localise avec l’adaptine AP-2 suite à l’interaction avec le motif di-leucine
présent dans sa portion cytoplasmiqu&83’159. Cependant, des études impliquant
le système double-hybride ont permis de démontrer que le motif di-leucine
présent dans la protéine Nef se lie de façon plus efficace avec les adaptines AP-1
et AP-384. Ce n’est que tout récemment que l’interaction entre la protéine Nef du
VIH-i et du VIS et l’adaptine AP-2 a été démontrée et reliée à l’internalisation de
la protéine CD4 présente à la surface des cellules. Il semble que le motif di-
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leucine présent dans la portion cytoplasmique de Nef serait capable d’interagir
avec le complexe AP-2/Epsl5 entraînant par la suite l’internalisation de CD4t199.
En ce qui concerne l’internalisation du CMH I par la protéine Nef, il semble que,
contrairement à l’internalisation de CD4, la présence d’une tyrosine dans la
courte portion cytoplasmique du CMH I soit requis&231. Il semblerait que la
présence de Nef entraîne la liaison du CMH I à la protéine PACS I, qui est
impliquée dans le recyclage des protéines entre les endosomes et l’appareil de
Golgi (455), ce qui a pour effet d’internaliser le CMH I et de promouvoir son trafic
vers le Golgi337.
Les signaux d’internalisation à base de tyrosine ou de di-leucine présents
chez un bon nombre de protéines, tant cellulaires que virales, peuvent aussi agir
comme signaux de ciblage dans les cellules épithéliales polarisées. Cette
fonction sera discutée à la prochaine section.
5. Polarisation
Les deux premières sections de cette revue ont permis de démontrer
l’importance de la machinerie cellulaire dans le processus d’infection par les
virus. Cette dernière est non seulement essentielle lors de la formation des
particules virales mais elle favorise également la transmission du virus en ciblant
de façon spécifique les glycoprotéines virales dans les cellules dites “polarisées”.
Cette section permettra de se familiariser avec les différents types de cellules
polarisées et le ciblage des protéines virales dans ces cellules. Il sera donc
également question de l’importance des cellules épithéliales polarisées au niveau
du transport intracellulaire des protéines cellulaires et virales ainsi que de leur
implication dans la transmission des virus.
5.1 Cellules polarisées
La polarisation est un état dans lequel se trouve une cellule et qui lui
permet d’acquérir une structure ou des domaines spécifiques. Il existe plusieurs
types de cellules qui peuvent être polarisées. La prochaine section traitera donc
de ces différents types cellulaires et des caractéristiques associées à la
86
polarisation de ces derniers. L’emphase sera mise sur les cellules épithéliales qui
représentent le modèle de cellules polarisées le plus étudié.
Le phénomène de polarisation est observé dès les premiers stades de
développement embryonnaire. En effet, chez la drosophile, les axes postérieur-
antérieur et dorsal-ventral sont formés durant l’oogenèse et selon la localisation
asymétrique des ARNm. Il est à noter que la localisation des transcrits dépend de
l’organisation polarisée du cytosquelette de l’oocyte. Au fur et à mesure que les
protéines, les ARNm, le centrosome et les mitochondries se déplacent de l’axe
antérieur vers l’axe postérieur, l’oocyte devient polarisé. Cette étape est facilitée
par la présence de la kinase PAR-1 également impliquée dans la polarisation de
C. e/egans°.
5.2 Types de cellules polarisées
Parmi les cellules polarisées plus primitives on retrouve les levures. En
effet, la levure choisit l’axe de son bourgeonnement (axial ou bipolaire) et ce
dernier correspond à une polarisation de la croissance cellulaire et à un partage
d’organelles entre la cellule mère et le bourgeon. La polarisation est dans ce cas
liée à une réorganisation du cytosquelette d’actine. Il est à noter que cette
réorganisation implique la présence d’une petite protéine G de la famille des Rho:
la GfPase Cdc42t60.
Chez les mammifères, les neutrophiles, les macrophages et les
lymphocytes sont également des cellules polarisées. Ces cellules peuvent passer
d’une structure sans forme précise à un état de cellules polarisées et ce suite à
une stimulation cellulaire par des cytokines. Par exemple, la polarisation des
neutrophiles est décrite comme un changement morphologique associé avec la
chemotaxie de ces derniers et la polymérisation de l’actine, et ces deux étapes
sont stimulées par la présence de plusieurs cytokines (TNF, GM-CSF et G-CSF),
activées par les MAP kinasest221. Chez les macrophages, il semble que ce soit
l’activation du proto-oncogène BCL6 qui favoriserait la polarisation. En effet,
l’inactivation de ce dernier entraîne la sur-expression de la GTPase RhoA qui fait
partie de la famille des Rho. Cette sur-expression diminue l’expression du facteur
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CSF1, responsable de l’organisation de l’actine et de la polarisation du
macrophaget338. Dans le cas des lymphocytes, il semble que la présence de la
protéine Notch et de l’interféron soit essentielle à leur différenciation et à leur
polarisation451. De plus, il semble que la protéine ZAP-70 contrôle l’orientation
des microtubules chez les lymphocytes qui se dirigent vers la cellule
présentatrice de l’antigène (CPA). Cette polarisation permet la mise en place
d’une synapse immunitaire fonctionnelle qui se caractérise par la relocalisation du
lymphocyte et le ciblage des protéines vers la CPA. La protéine Cdc42, en
présence de la protéine CD28, serait également responsable de l’organisation de
l’actine durant ce processust373.
Parmi les cellules polarisées, il ne faut pas oublier les neurones qui sont
sans contredit les cellules les plus polarisées de l’organisme. Chaque neurone
est composé d’un corps cellulaire avec des prolongements cytoplasmiques
appelés neurites. Les neurites sont soit l’axone ou les dendrites. Les neurones
sont bipolaires lorsque l’axone, dont les terminaisons libèrent les
neurotransmetteurs, et les dendrites, qui permettent de détecter les
neurotransmetteurs libérés par ses voisins, sont situés à des côtés opposés du
corps cellulaire du neurone. Le cytosquelette du neurone est formé des trois
composantes suivantes : les microfilaments d’actine, les microtubules et les
filaments intermédiaires. Ce sont les microtubules qui permettent de définir la
polarisation du neurone.
En résumé, les microtubules sont formés par l’assemblage de polymères
de tubuline o et de tubuline f3. Il est à noter que les deux extrémités des
microtubules s’assemblent à des vitesses différentes. Ce phénomène nécessite
la présence de GTP et permet de définir une polarité aux microtubules, avec une
extrémité se polymérisant plus rapidement (+) et une extrémité se polymérisant
plus lentement ()(166). En ce qui concerne les axones, la polarité des microtubules
est uniforme et toutes les extrémités sont positives, et ce contrairement à ce qui
est observé pour les dendrites. De plus, il faut souligner qu’il existe des protéines
qui sont nécessaires à l’assemblage et à la stabilisation des microtubules, c’est le
cas de la protéine MAP-2 et de la protéine tau. De plus, des études récentes
montrent que la glycogène synthase kinase-3, une kinase déjà impliquée dans la
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migration des astrocytes et la protéine CRMP-2, responsable de la polymérisation
des microtubules interviennent dans l’établissement et le maintien de la polarité
neuronalet123 487)
li existe donc plusieurs types de cellules dites ‘polarisées”. Le type
cellulaire qui est de loin le plus étudié fera l’objet des prochaines sections, il s’agit
des cellules épithéliales des organes tels que les reins, le foie, les intestins, les
poumons et le vagin, li devient donc pertinent de traiter de la structure, des
domaines et de certains modèles de cellules épithéliales polarisées utilisés en
laboratoire.
5.3 Cellules épithéliales polarisées
5.3.1 Structure
Afin de passer à l’état de cellule polarisée, les cellules épithéliales doivent
présenter certaines caractéristiques (Figure 14). En effet, une cellule épithéliale
seule, sans interaction avec une autre cellule ou sans contact avec un support
est considérée comme non-polarisée. Ce contact est nécessaire afin de
permettre la distribution polarisée des protéines ou des marqueurs associés aux
domaines membranaires apical et basolatéral. Il est à noter que le domaine
apical se définit comme étant le domaine qui fait face à la lumière d’un organe
alors que le domaine basolatéral fait, quant à lui, face à la circulation sanguine.
Le contact entre les cellules épithéliales est favorisé par la présence de la
protéine E-cadhérine, qui est un membre de la superfamille des cadhérines
dépendantes de la présence du calcium, alors que le contact entre la cellule
épithéliale et le support se fait grâce au récepteur de la superfamille des
intégrines. C’est l’interaction spécifique entre ces récepteurs et leurs ligands
extracellulaires qui permet de définir les points de contact présents sur la
membrane pIasmiquet485.
Il est bien connu que chez les cellules épithéliales polarisées, le
cytosquelette d’actine s’associe à la fois avec les récepteurs des cadhérines et
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Figure 74
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Représentation schématique d’un modèle classique de cellule épithéliale
provenant de l’intestin et de ses différentes composantes. L’image a été tirée de
Cooper, G.M. 2000. The CelI : A molecular approach. Second edition, Sinauer
Associates, Inc. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/).
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des intégrines. Cette association permet d’abord de solidifier les contacts cellule-
cellule et cellule-support puis de recruter et de lier des protéines qui seront
nécessaires à la formation des différents domaines membranaires. Cette
association entraîne également la formation de structures physiques qui
empêchent le mélange entre les protéines apicales et basolatérales nouvellement
synthétisées. Parmi ces structures, il existe ce que l’on appelle une unité de
ciblage spécifique. En effet, afin de maintenir la polarisation des cellules il doit y
avoir formation rapide d’un réseau de vésicules de transport, qui transporte les
protéines aux régions où il y a contact entre les cellules et également à celles où
il n’y a pas de contact entre les cellules, c’est ce réseau de vésicules de transport
qui représente l’unité de ciblage. Ceci implique que la reconnaissance, l’ancrage
et la fusion des vésicules aux bons domaines membranaires doit se taire de
façon spécifique afin d’éviter un mauvais ciblage des protéines. Des études ont
donc suggéré que chaque domaine possède son unité de ciblage qui lui est
spécifique485. Cette notion sera discutée plus en détails à la section 5.3.2.
Le contact entre la cellule et e support se fait grâce à la lamina basale.
Cette dernière est une matrice qui soutient la couche de cellules épithéliales et
qui supporte le tissu en ancrant les cellules à une base solide. La lamina basale
est composée de laminine, de collagène IV et de protéoglycans. La lamina basale
n’est pas une constituante cellulaire mais elle contribue grandement au maintien
de la structure cellulairet404.
La jonction serrée (zonula occludens) est également une structure
importante des cellules épithéliales polarisées. Elle se situe plus au niveau du
domaine apical que du domaine basal et elle agit comme une barrière perméable
et sélective dans l’espace paracellulairet108. Elle empêche la diffusion latérale
entre les cellules, ce qui prévient le mixage entre les lipides et les protéines
spécifiques à chaque domainet443. La microscopie électronique a permis de
montrer la jonction serrée comme un réseau continu de brins parallèles
interconnectés, qui délimite le sommet de la membrane latérale des cellules
adjacentes73. Jusqu’à maintenant, les protéines intégrales occludine et claudine
sont les seules protéines de la jonction serrée à avoir été identifiées sans
équivoquet154. Cependant il a été démontré que plusieurs protéines dont
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certaines kinases (tyrosine kinases, protéine kinase C), des protéines G
hétérotrimériques et la phospholipase C sont impliquées dans la régulation de la
jonction serrée et qu’elles ont toutes une cible commune, lactine. Il a été proposé
que ces dernières pourraient agir au niveau de la perméabilité de la jonction
serréet25.
Tel que mentionné précédemment, l’asymétrie ou la polarisation conduit à
la formation des domaines apical et basoléral et ce suite à l’adhésion entre les
cellules. Le domaine apical est libre de tout contact alors que la formation du
domaine basolatéral nécessite un contact. Il existe peu d’informations sur la
formation du domaine apical. Il a été proposé que la formation de ce dernier
résulterait de l’exocytose d’un compartiment luminal intracellulaire déjà formé
suite à la ré-organisation du cytosquelette. La ré-organisation de l’actine mène à
l’assemblage d’une structure unique, présente au domaine apical, nommée
microvillosité. À titre d’exemple, les cellules épithéliales intestinales qui
possèdent cette structure absorbent les nutriments présents et les redistribuent
dans l’organisme par la circulation sanguinet485.
Suite à l’adhésion, les microtubules sont également ré-organisés dans le
cytoplasme des domaines apical et basolatéral. Cette ré-organisation coïncide
avec la localisation aux différents domaines de certains compartiments dont
l’appareil de Golgi et les endosomes apicaux au domaine apical et les
endosomes basolatéraux au domaine basolatéral (485)
5.3.2 Domaines membranaires des cellules épithéliales polarisées
Afin de maintenir les cellules dans un état polarisé, les protéines
nouvellement synthétisées sont ciblées à l’appareil de Golgi et aux endosomes,
ce qui leur permettra d’être acheminées aux différents domaines. Le ciblage des
protéines aux différents domaines membranaires implique trois étapes bien
distinctes. Les protéines doivent tout d’abord être ciblées dans les vésicules de
transport présentes dans les différents compartiments, puis les vésicules doivent
par la suite être ciblées aux domaines membranaires spécifiques et finalement
elles doivent s’ancrer et se fusionner avec le domaine membranaire. Ces étapes
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sont facilitées par l’organisation de l’appareil sécrétoire et des microtubules.
L’ancrage et la fusion des vésicules au domaine membranaire approprié est
également assuré par des unités de ciblage qui sont créées suite à l’adhésion
des cellulest485.
Suite à la sortie des protéines des endosomes et de l’appareil de Golgi,
celles qui sont destinées au domaine apical sont ciblées grâce à la présence de
structures ou d’un contexte particulier associés à l’ectodomaine ou au domaine
transmembranaire des protéines. En ce qui concerne les protéines ciblées au
domaine basolatéral, la présence de motifs dans la partie cytoplasmique de ces
protéines est essentielle au bon ciblage. Ces ditférents motifs feront l’objet de la
section 5.4.
Pour l’instant, il ne sera fait mention que des différentes vésicules
associées à chaque domaine. Il sera tout d’abord question des vésicules
impliquées dans le ciblage au domaine apical. Les protéines destinées au
domaine apical passent par le Golgi et ensuite elles peuvent se rendre
directement au domaine ou alors passer par une voie indirecte qui implique les
endosomes (Figure 15). Les protéines qui utilisent la voie indirecte peuvent soit
être recyclées ou elles peuvent être transportées au domaine opposé par
transcytose ou bien elles peuvent être dirigées vers l’endosome tardif, d’où elles
seront relocalisées aux lysosomes pour y être dégradéest293. Dans le cas des
protéines qui sont recyclées, elles sont d’abord ciblées aux endosomes précoces
apicaux et par la suite elles sont re-localisées soit aux endosomes apicaux de
recyclage ou à un endosome commun et ce avant de se diriger au domaine
apical de la membrane. Cette étape de transport entre les endosomes précoces
apicaux et les endosomes de recyclage requiert la présence des microtubules. Il
est à noter également, que chaque compartiment possède des protéines GTPase
spécifiques nommées protéines Rab. En ce qui concerne les endosomes
précoces apicaux on note la présence de la protéine Rab5, alors que pour les
endosomes de recyclage ce sont les protéines Rab 11, 17 et 25 qui sont
présentest14. Il n’existe rien de très clair dans la littérature en ce qui concerne
l’endosome commun mais il semblerait que la protéine Rabl7 pourrait être
associée à ce compartiment.
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Représentation schématique de la voie directe et de la voie indirecte
qu’empruntent les protéines pour se rendre soit au domaine apical ou au
domaine basolatéral des cellules épithéliales polarisées. Les voies directes pour
les protéines qui sont ciblées aux domaines apical (A) et basolatéral (B) sont
représentées par les voies lA et lB alors que les voies indirectes sont
représentées par les voies 2A, 3A, 2B et 3B. Le schéma a été tiré et adapté de
Apocada, G. 2001. Endocytic traffic in polarized epithelial cells Role ot the actin
and microtubule cytoskeleton. Traffic 2: 149-1 59.
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Certaines protéines destinées au domaine apical transitent par des
endosomes précoces basolatéraux avant d’être relocalisées au domaine apical,
ce phénomène se nomme transcytose. Ces protéines quittent les endosomes
précoces basolatéraux pour se rendre à l’endosome commun et cette étape est
facilitée par l’actine et les microtubules. Les protéines sont par la suite ciblées
aux endosomes apicaux de recyclage et elles sont transportées au domaine
apical14.
Le ciblage des protéines au domaine basolatéral peut se faire par voie
directe ou par voie indirecte (Figure 15). En ce qui concerne les protéines qui
empruntent la voie indirecte, il est à noter que ces dernières sont ciblées aux
endosomes précoces basolatéraux avant de se rendre au domaine basolatéral.
Quant aux protéines destinées au domaine apical et qui sont transportées par
transcytose elles sont également ciblées aux endosomes précoces basolatéraux
avant de se rendre au domaine apical. Les endosomes précoces basolatéraux
sont associés à la protéine Rab5t14. Il semble également que la GTPase Cdc42
soit associée au ciblage des protéines au domaine basolatéralt218.
Lorsque les protéines quittent le Golgi ou leurs endosomes respectifs,
elles doivent se déplacer à travers le cytoplasme qui a une consistance
visqueuse qui ne facilite pas leur transport. Ce sont les microtubules aidés par la
présence de l’actine qui facilitent le transport jusqu’aux domaines membranaires.
Par la suite, l’interaction entre la protéine et le domaine serait facilitée par la
présence du complexe SNARE. La vésicule SNARE reconnaît et se lie à son
récepteur, qui est présent à la membrane plasmique. Cette liaison est très
spécifique et elle facilite l’interaction entre la protéine, associée à la vésicule
SNARE, et le récepteur présent au domaine membranairet252’ 293)
Lors du transport des protéines à l’un ou l’autre des domaines, il arrive
que ces dernières soient ciblées aux endosomes tardifs pour être ensuite dirigées
vers les lysosomes où elles seront dégradées293.
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5.3.3 Modèle de cellules polarisées utilisées
Afin de mieux comprendre la polarisation des cellules épithéliales,
plusieurs études in vitro avec différents types cellulaires ont été eftectuées. Il a
donc été observé que lorsque ces cellules sont mises en culture elles prolifèrent
jusqu’à la formation d’une monocouche étanche. Cette monocouche est formée
de jonctions serrées qui permettent la distribution spécifique des protéines et des
lipides aux différents domaines et elle devient par le fait même une couche de
cellules polarisées. La culture sur support solide ne permet pas l’échange des
éléments nutritifs entre le domaine basolatéral et le domaine apical. L’utilisation
de membranes semi-perméables corrige cette situation puisque ces dernières
permettent l’échange entre le domaine basolatéral et le domaine apical tout en
maintenant la différenciation complète des domaines. Ces membranes
permettrent de recréer in vitro l’épithélium natift55).
Parmi les cellules épithéliales les plus utilisées, in vitro, il y a les cellules
MDCK, les cellules VeroClO08, les cellules Caco-2, les cellules HT-29, les
cellules LLC-PK1 et les cellules ME-180. Les cellules MDCK (Madin-Darby
canine kidney) ont été très bien caractérisées du point de vue de leur
morphologie, de leur résistance électrique et de la composition respective de
leurs domaines membranaires apical et basolatéral. Cette lignée de cellules
provient d’une tumeur du tubule distal rénal prélevée chez une chienne
épagneule. Dans la littérature, il est mentionné que ces cellules doivent passer
par quatre stades de développement durant la polarisation. Au premier stade, les
cellules ne sont pas confluentes et les jonctions serrées s’établissent au fur et à
mesure que les cellules interagissent entre elles. Le second stade est, quant à
lui, représenté par une monocouche confluente avec un réseau de jonctions
serrées complet qui le demeurera tout au long des autres stades. Ce stade est
suivi du stade III où il y a un réarrangement complet du cytosquelette et où on
peut dénombrer un nombre constant de cellules. Au dernier stade, la
monocouche s’amincit et commence à se décoller de la membrane semi
perméable. Tout au long de son développement la monocouche de cellules
MDCK maintient une résistance transépithéliale entre 200 et 350 0 cm2t369. Il
existe deux clones de cellules MDCK, il s’agit du clone I et du clone II. Ces
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derniers se distinguent par leur morphologie, la distribution de leurs
sphingolipides et par leur résistance transépithéliale qui semble plus élevée pour
le clone I. C’est ce qui pourrait expliquer que le clone I soit le clone le plus utilisé
lors des études portant sur la polarisation des cellules MDCK21’437.
Il existe une autre lignée de cellules épithéliales polarisées de rein mais
cette dernière provient du singe vert d’Afrique, il s’agit des cellules VeroClOO8.
Cette dernière est également très utilisée lors des études sur la polarisation. Les
cellules VeroClOO8, tout comme les cellules MDCK, forment une monocouche
étanche sur une membrane semi-perméable ce qui leur permet de bien polariser.
Il est à noter que la polarisation se mesure également en comparant la résistance
électrique obtenue entre les deux chambres représentant les domaines apical et
basolatéral259’ 483)
Les cellules Caco-2 sont également des cellules épithéliales polarisées
mais elles proviennent, cette fois-ci non pas des reins, mais d’une tumeur du
côlont129. Cette lignée est hétérogène et elle représente le modèle, in vitro, qui se
rapproche le plus de l’épithélium de l’intestin. C’est d’ailleurs pour cette raison
qu’elle est utilisée surtout lors d’études qui doivent mettre en relief le pouvoir
d’absorption de l’intestin176. Ces dernières sont des cellules qui peuvent se
différencier très rapidement en entérocytes polarisés avec des hydrolases qui ont
une bordure en brosse et qui possèdent un complexe de jonctions serrées bien
développé. Les cellules HT-29 sont également des cellules épithéliales polarisées
qui proviennent d’une tumeur du côlont286.
Il existe d’autres lignées de cellules épithéliales qui sont polarisées et qui
sont également utilisées lors d’études in vitro. Parmi celles-ci il y a les cellules de
reins de porc, qui sont les cellules LLC-PK1t348 ainsi que les cellules ME-180 qui
sont des cellules épithéliales provenant du col de l’utérus chez l’humaint204.
Cependant, puisque la majorité des travaux effectués au cours de mon projet ont
été réalisés avec les cellules MDCK et VeroClOO8, seuls les mécanismes de
ciblage des protéines membranaires associés à ces deux types cellulaires seront
traités à la section suivante. En raison du grand nombre d’études portant sur les
cellules MDCK, l’emphase sera mise principalement sur ces dernières.
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5.4 Ciblage des protéines membranaires dans les cellules épithéliales
polarisées
Tel que mentionné précédemment, les protéines membranaires présentes
à la surface cellulaire possèdent des motifs qui leur permettent d’être
internalisées dans la cellule. Dans la plupart des cas, ces motifs sont également
responsables du ciblage des protéines membranaires aux différents domaines
présents dans la cellule épithéliale polarisée. Il faut également noter que selon le
domaine de la protéine sur lequel le motif est présent, cette dernière sera ciblée
vers l’un ou l’autre des domaines membranaires. La prochaine section permettra
de décrire plus en détails les motifs qui sont associés au domaine apical et ceux
qui sont associés au domaine basolatéral. Il sera également question d’un autre
modèle de ciblage à travers la cellule, la transcytose, qui permet aux
macromolécules de passer du domaine apical au domaine basolatéral, et vice-
versa, et qui ne requiert apparemment aucun motif spécifiquet34 404)
5.4.1 Motifs associés au domaine apical
Tel que décrit à la section 5.3.2, le ciblage des protéines membranaires
aux domaines apical ou basolatéral se fait par voie directe, suite à la sortie des
protéines du Golgi, ou par voie indirecte suite à leur sortie cette fois-ci des
endosomes. La distribution des protéines à l’un ou l’autre des domaines ne se fait
pas de façon aléatoire et elle implique la présence de motifs spécifiques chez les
protéines.
Le ciblage des protéines vers le domaine apical dépend des motifs qui
peuvent être présents soit dans l’ectodomaine ou le domaine transmembranaire
de la protéine. Certaines protéines membranaires sont ancrées à la couche
bilipidique de la membrane par un groupement glycosylphosphoinositol (GPI).
Chez les cellules MDCK, il semble que le groupement GPI soit impliqué dans le
ciblage apical45’ 244) Cependant, il est à noter que cette structure n’agit pas
comme motif de ciblage au domaine apical chez toutes les cellules épithéliales.
En effet, chez les cellules épithéliales de la thyroïde le groupement serait
responsable du ciblage des protéines au domaine basolatéralt495t. En général, il
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est compliqué de désigner un motif précis comme étant responsable du ciblage
des protéines membranaires au domaine apical. Il semble en fait que le signal qui
cible les protéines au domaine apical serait distribué à travers l’ectodomaine des
protéines. Ceci a été démontré grâce aux études réalisées avec des protéines
chimériques chez qui on a enlevé le domaine cytoplasmique et chez qui le
ciblage se fait exclusivement au domaine apical281 366) lI a été également
démontré, chez les cellules MDCK, que la présence unique de l’ectodomaine
soluble des protéines entraîne le ciblage de ces dernières au domaine apical et
ce même dans le cas des protéines qui sont généralement ciblées au domaine
basolatéral446 486)• Cependant, aucun motif avec une séquence en acides aminés
précise n’a pu être identifié chez ces protéines.
Le ciblage des protéines au domaine apical impliquerait également la
formation des radeaux lipidiques au Golgi4051. En effet, certaines protéines
destinées au domaine apical se rassemblent aux radeaux lipidiques durant leur
transport à travers le Golgi. Cette concentration des protéines aux radeaux
lipidiques peut se faire par l’entremise des domaines transmembranaires des
protéines qui sont ciblées au domaine apical220’ 381) Cependant, tel qu’énoncé
précédemment, le ciblage des protéines au domaine apical peut également se
faire indépendamment de la présence des radeaux lipidiques. Ceci implique qu’il
existerait chez les cellules MDCK plus d’une façon de cibler les protéines au
domaine apical161.
5.4.2 Motifs associés au domaine basolatéral
Le scénario, en ce qui concerne les protéines ciblées au domaine
basolatéral, est bien différent. En effet, il existe plusieurs motifs présents dans le
domaine cytoplasmique des protéines qui sont essentiels au ciblage du côté
basolatéral de la membrane. Parmi ces motifs il faut souligner les motifs à base
de tyrosine, NPXY et YXXØ où X peut être représenté par n’importe quel acide
aminé alors que 0 implique la présence d’un acide aminé avec une chaîne
latérale hydrophobe. Il est à noter que ces motifs sont également impliqués dans
l’internalisation des protéines présentes à la surface de la cellule. Chez les
cellules MDCK les motifs à base de tyrosine sont responsables du ciblage au
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domaine basolatéral de plusieurs protéines. Parmi celles-ci il y a le récepteur des
LDL1187’ 273) la phosphatase acide lysosomalt346, la protéine LAMP-1t181, les
glycoprotéines virales des virus VSV et VIH-1 (249, 428) ainsi que la glycoprotéine du
virus influenza ayant subi un changement d’acide aminé dans sa partie
cytoplasmiqu&40. Les motifs à base de tyrosine YXXØ peuvent cibler un bon
nombre de protéines au domaine basolatéral, cependant la spécificité du ciblage
peut être affectée par différents facteurs. Parmi ces facteurs notons la séquence
en acides aminés qui entoure le motif et qui peut être responsable d’autres
fonctions de signalisation dans la cellul&2741. Il y a également la proximité du motif
avec le domaine transmembranaire de la protéine, puisque certaines protéines
ont un motif qui doit respecter une certaine distance avec le domaine
transmembranaire afin d’assurer le ciblage de ces dernières au domaine
basolatéral364. Finalement, il semble que la phosphorylation de certains acides
aminés présents dans le motif soit également un facteur susceptible d’influencer
le ciblaget2301.
Le motif di-leucine (L-L) est également un motif associé au ciblage des
protéines au domaine basolatéral. Tout comme dans le cas du motif à base de
tyrosine, la spécificité du ciblage peut être influencée par certains facteurs qui
sont reliés dans ce cas-ci à la capacité d’oligomérisation de la protéin&151.
Les motifs de ciblage YXXØ et di-leucine se lient aux adaptines AP-1 et
AP-2t32’ 362) Il a été clairement démontré que les motifs à base de tyrosine se lient
à la chaîne ji des complexes AP-1 et AP-2308. Bien que les deux types de motifs
puissent lier les adaptines AP-1 et AP-2, in vitro, il semble que les protéines qui
possèdent un motif à base de tyrosine n’entreraient pas en compétition pas avec
d’autres protéines qui elles présenteraient le motif di-leucine. Des études ont en
effet suggéré que des mécanismes distincts seraient responsables du ciblage
engendré par la présence de l’un ou l’autre de ces motifst268t. De plus, il
semblerait que le motif di-leucine s’associe préférentiellement avec la chaîne 3
du complexe des adaptinest352t. Cependant, bien que les motifs à base de
tyrosine et les motifs di-leucine interagissent avec les adaptines AP-1 et AP-2 et
que ces dernières soient impliquées dans l’internalisation des protéines
présentes à la surface, et ce par l’entremise des vésicules de clathrine, il n’y a à
102
ce jour aucun mécanisme connu pouvant expliquer l’implication des adaptines
AP-1 et AP-2 au niveau du ciblage des protéines au domaine basolatéral. Tel
qu’énoncé précédemment, certaines protéines destinées au domaine basolatéral
quittent le TGN pour se rendre aux endosomes précoces avant d’être ciblées au
domaine membranaire. La présence de I’adaptine AP-1 au TGN pourrait
constituer une preuve indirecte de son implication dans le ciblage basolatéral. Il
est à noter que cette affirmation ne s’applique pas dans le cas de toutes les
protéines. En effet, le récepteur de la transferrine, qui est ciblé au domaine
basolatéral, ne lie pas la chaîne dl de l’AP-l présente au TGNt308. Cependant, il
a été possible de répertorier deux catégories d’adaptine AP-1 l’AP-lA et l’AP
1 B. En ce qui concerne l’AP-l B il a été démontré que la chaîne jil B est présente
chez les cellules épithéliales polarisées310. De plus, la chaîne il B est située à
proximité des vésicules de clathrine présentes au TGN130 et elle serait impliquée
dans le ciblage au domaine basolatéral des récepteurs des LDL et de la
transterrine, suite à leur sortie des endosomes précocest149.
Tout comme l’AP-l, l’adaptine AP-3 existe sous deux types; l’AP-3A et
l’AP-3B. L’AP-3 interagit également avec les motifs à base de tyrosine et de di
leucine et des études récentes ont démontré que la chaîne 33A de l’AP-3A
s’associe avec les vésicules de clathrine présentes au TGN et aux endosomes
(101, 417) La chaîne p3A de l’AP-3 est, quant à elle, impliquée dans le ciblage des
protéines aux lysosomes229. La chaîne J3B de l’AP-3B peut se lier à plusieurs
motifs à base de tyrosine cependant il n’existe à ce jour aucune évidence
démontrant que cette chaîne puisse être impliquée dans le ciblage des protéines
au domaine basolatéral (Tableau lll)°.
L’AP-4 est la dernière des adaptines à avoir été identifiée. Cette adaptine
est exprimée de façon ubiquitaire°2. Il a été démontré que la sous-unité
reconnaît les motifs à base de tyrosine présents dans la protéine LAMP-2t4.
D’autres études ont démontré que, chez les cellules MDCK, l’AP-4 se lie aux
motifs responsables du ciblage au domaine basolatéral de la furine, du récepteur
des LDL, du récepteur de la transferrine et de la protéine MPR46 (Tableau III)
(403)
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Résumé illustrant les différentes fonctions des adaptines AP-1, AP-3 et AP-4 et
de leurs sous-unités lors de l’internalisation des protéines cellulaires ou virales.
Hirst, J., et al. 1999. Characterization of a fourth adaptor-related protein compiex.
Mol Biol Oeil, 10(8): 2787-2802; Simmen, T., Honing, S., Icking, A, Tikkanen, R.
et Hunziker, W. 2002. AP-4 binds basolaterai signais and participates in
basolaterai sorting in epitheliai MDCK ceils. Nat Oeil Biol 4:154-9.
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Adaptines et sous- Motifs reconnus Fonctions
unités
Ciblage des protéines
AP-1 B chez les cellules
épithéliales polarisées
Se lie aux protéines
cargos qui sont à
YxxØ présent chez la proximité du Golgi
Mu 1 B (iii B) protéine cargo
Impliquée dans le
ciblage des protéines
au domaine basolatéral
chez les cellules
épithéliales polarisées
Ciblage intracellulaire
AP-3A des protéines ou des
récepteurs
YxxØ et di-leucine (L- S’associe avec les
Beta 3A (133A) L) présents chez la vésicules de clathrine
protéine cargo présentes au TGN et
aux endosomes
YxxØ présent chez la Cible les protéines aux
Mu 3A (p3A) protéine cargo lysosomes
AP-3B Inconnue
YxxØ présent chez la Inconnue
Mu 3B (j.i3B) protéine cargo
Ciblage des protéines
au domaine basolatéral
AP-4
Ciblage aux
endoso mes à partir du
Golgi
YxxØ présent chez la Reconnaît la protéine
Mu 4 (p4) protéine cargo cargo
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Le ciblage aux domaines apical et basolatéral se fait grâce à la présence
de motifs ou d’un contexte spécifique dans les différents domaines des protéines.
lI existe un autre mécanisme qui permet de cibler une protéine ou un virus
directement du domaine apical au domaine basolatéral et vice-versa. Ce
mécanisme de ciblage se nomme transcytose et sera l’objet de la prochaine
section.
5.4.3 Transcytose
La transcytose est un mode de transport vectoriel intracellulaire présent
chez différents types cellulaires (Figure 16). Elle est impliquée dans le transport
des protéines présentes dans l’endothélium des poumons et du coeur. Elle est
également impliquée dans le transport d’hormones et de vitamines présentes
dans ‘endothélium du cerveau, du foie, de la thyroïde et des reinst99 182, 265, 266)
La transcytose est également responsable du transport des protéines et des virus
chez les cellules épithéliales polarisées. Pour les besoins de cette revue de
littérature le mécanisme de la transcytose sera décrit uniquement chez les
cellules épithéliales polarisées.
Chez ces dernières la transcytose peut être décrite comme un
mouvement de protéines qui se fait d’un domaine à l’autre de la cellule polarisée.
Les protéines sont en quelque sorte un cargo qu’il est possible de transporter
d’un endroit à l’autre dans la cellule polarisée. Ce cargo est encapsulé dans des
vésicules transcytotiques qui empêchent tout contact avec le contenu
cytoplasmique de la cellule épithélialet33t. Dans certains cas, la transcytose est
associée à l’endocytose des protéines présentes à la surface de la cellule, via les
vésicules de clathrine. Elle permet aux protéines internalisées d’être ciblées
progressivement loin de la voie d’internalisation vers d’autres destinations
cellulaires plus appropriées à leur bon fonctionnementt440t.
Tout d’abord, il faut souligner qu’atm de pouvoir étudier la transcytose,
certaines conditions doivent être respectées. En effet, le modèle idéal pour
l’étude de la transcytose est le même que celui décrit pour l’étude du transport
des protéines d’un domaine à l’autre dans les cellules épithéliales polarisées, et
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Représentation des mécanismes de transmission in utero du VIH. Des virions
libres (A) ou des cellules lymphocytaires infectées (ou des macrophages) (B)
présents dans la circulation maternelle viennent en contact avec des cellules
trophoblastiques. Puis le VIH pénètre dans les cellules trophoblastiques (C), par
le biais de mécanismes encore hypothétiques : fusion des virions avec la
membrane ou internalisation par endocytose. Le VIH se réplique à l’intérieur des
cellules trophoblastiques et le bourgeonnement de nouveaux virions se produit au
pôle basolatéral (circulation foetale) (D). Le VIH pourrait également pénétrer dans
les trophoblastes par endocytose (E) puis être transporté du pôle apical vers le
pôle basolatéral sans qu’il y ait infection des cellules trophoblastiques : c’est le
processus de transcytose. Dans les deux cas (infection des cellules
trophoblastiques ou transcytose), le VIH atteint les cellules sous-jacentes,
notamment les lymphocytes et les macrophages foetaux, pour les infecter (F).
Schéma tiré de Vidricaire, G. et Tremblay, M.J. 2004. Vers une compréhension
du mécanisme de transmission du VIH in utero. Médecine Sciences Vol 20 (8-9).
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ce puisque la transcytose se fait également dans des cellules polarisées. La
présence d’une monocouche de cellules épithéliales polarisées sur un support
qui possède une membrane semi-perméable est requise. Cette dernière peut être
recouverte de substances, par exemple le collagène, afin de favoriser l’adhésion
des cellules. Ce support est composé de deux chambres individuelles qui
baignent dans un milieu de culture propre à chaque type cellulaire utilisé. Il est à
noter qu’il est important d’utiliser une membrane semi-perméable de porosité
adéquate. L’utilisation de membranes de porosité inférieure à un micron
représente généralement un choix idéal, puisque ces dernières préviennent le
passage des cellules à travers le filtre, les empêchant ainsi de se fixer à l’envers
du filtre et de fausser les résultatst438. La concentration des cellules à
ensemencer sur la membrane se révèle également un facteur important. En effet,
lors de la croissance de la monocouche des cellules épithéliales polarisées il est
impératif d’obtenir une monocouche non seulement homogène mais il faut
également que la confluence se produise de façon synchronisée. Finalement,
comme pour la polarisation, l’intégrité de la monocouche est essentielle pour
l’étude de la transcytose. Cette intégrité peut être vérifiée en mesurant la
résistance transépithéliale de la monocouch&440.
Les cellules épithéliales polarisées MDCK sont celles qui ont été utilisées
le plus fréquemment dans la majorité des études qui ont permis de mieux
comprendre la voie de transport qu’est la transcytose du domaine basolatéral au
domaine apical. L’étude portant sur le transport du récepteur plgR lié à l’lgA du
domaine basolatéral au domaine apical en est un bon exemple. Le récepteur
plgR est transporté, de façon constitutive, par transcytose en absence de l’lgA.
Cependant il est à noter que, lorsque l’lgA est présente, la liaison de l’lgA avec le
récepteur stimule la transcytose de ce dernier. Ceci permet à la cellule de réguler
la transcytose au fur et à mesure que la quantité d’lgA augmente suite à la
stimulation de la réponse immunitaire. La liaison du récepteur à l’lgA engendre
une cascade de signaux qui sont responsables de la formation de dimères du
récepteur plgR et de la phosphorylation des tyrosines présentes sur les
protéines, entre autre la phospholipase Cyl (255, La phosphorylation active la
protéine kinase C et augmente la quantité de calcium intracellulaire, ce qui
stimule l’exocytose du complexe récepteur-IgA. Sous certaines conditions
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expérimentales, la liaison entre le récepteur plgR et l’lgA provoque l’extension de
longs tubules, à partir des endosomes précoces basolatéraux, ce qui permet à la
cellule d’acquérir la morphologie nécessaire à la transcytose du complexe du
domaine basolatéral au domaine apical293.
Les notions concernant la transcytose d’un récepteur du domaine apical
au domaine basolatéral se sont précisées avec la publication de l’étude réalisée,
en 2002, par le groupe de Ramalingam1351, sur le récepteur Ec. Ces études ont
démontré que la transcytose est impliquée lors du transfert passif des anticorps
(lgG) de la mère au foetus ou au nouveau-né permettant, de ce fait, à ce dernier
d’acquérir une immunité humorale. La transmission de l’lgG se fait à l’aide d’un
récepteur Ec, présent chez le nouveau-né, qui est associé à une molécule de
classe I. Des études réalisées chez les rongeurs ont permis de démontrer que le
récepteur Fc, situé au domaine apical des entérocytes de l’intestin, se lie aux lgG
présents dans le lait maternel. Le domaine apical étant plus acide il permettrait la
liaison entre le récepteur Ec et l’lgG. Finalement les lgG sont escortées à travers
l’épithélium de l’intestin et elles sont par la suite relâchées dans la circulation
sanguine à partir du domaine basolatéral grâce à la transcytoset152. La différence
de pH entre le domaine apical et le domaine basolatéral des cellules épithéliales
de l’intestin assure donc le transport unidirectionnel de l’lgGt361.
Il semble qu’il n’y ait pas que les récepteurs qui utilisent la transcytose
pour se déplacer d’un domaine à l’autre dans la cellule. En effet, des études ont
démontré que certains virus, dont le VIH-1, utilisent ce mode de transport pour
passer du domaine apical au domaine basolatéral. Dans le cas du VIH-1, les
tractus gastro-intestinal, ano-rectal et génito-urinaire sont considérés comme les
principales voies naturelles de l’infection par le virust285. Il est à noter que ces
muqueuses sont recouvertes d’une couche de cellules épithéliales polarisées.
Les différentes sécrétions, qui représentent des vecteurs de la transmission du
VIH-1, contiennent des cellules mononucléées infectées par le virus. Ces
dernières peuvent se lier avec la surface apicale des cellules épithéliales. C’est
cette liaison qui induit le bourgeonnement du virus au site de contact puis les
virions sont par la suite internalisés par la cellule épithéliale polarisée dans des
endosomest33. Une étude récente a permis de démontrer que la transmission du
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VIH-1 des PBMCs infectés aux cellules épithéliales se ferait grâce à la formation
d’une synapse virologique. En effet, il semble que le contact entre les cellules
infectées et les cellules épithéliales intestinales entraînerait la ségrégation et la
concentration de molécules d’adhésion ainsi que le recrutement des radeaux
lipidiques au site de contact entre les cellulest6. De plus, par l’intermédiaire de la
gp4l, le virus s’attache à l’agrine, qui est un récepteur présent à la surface
apicale des cellules épithéliales. L’agrine entraîne également le recrutement du
récepteur cellulaire galactosyl céramide (GalCer) aux radeaux lipidiques. Le
récepteur GalCer, qui est reconnu pour agir à titre de récepteur cellulaire
alternatif pour l’infection par le VIH-1, se lie à la gpl 20 et c’est ce qui stabilise la
présence de ce dernier aux radeaux lipidiques. Ces différentes étapes mènent à
la transmission par transcytose du VIH-1 des PBMCs infectées aux cellules
épithéliales6’ 178)
D’autres études effectuées in vitro avec des cellules épithéliales
trophoblastiques, provenant de la barrière qui protège le foetus, ont permis de
démontrer que la transmission mère-enfant du VIH-1 se fait par transcytose. Il a
été possible de démontrer que le contact entre les cellules mononucléées du
sang périphérique (PBMC) et le côté apical des cellules épithéliales
trophoblastiques polarisées a deux conséquences. Premièrement, ce dernier
permet le bourgeonnement rapide du VIH-1 au site de contact et sa transcytose à
travers la barrière du trophoblaste, et ce sans réplication du virus. Ce contact
permet également la fusion entre les PBMC infectées et les cellules
trophoblastiques, ce qui entraîne la réplication du virus et la production de
nouveaux virions au pôle basolatéral de la monocouche de cellules
trophoblastiques (Figure 1 6)t223 446)
À la lumière de cette section, il est possible de constater que le mode de
transport des glycoprotéines dans les cellules épithéliales polarisées est
complexe. Ce transport peut être associé à la présence de motifs qui influencent
le ciblage des protéines vers l’un ou l’autre des domaines présents dans la cellule
polarisée ou à ce mode de transport particulier qu’est la transcytose. Cette
dernière peut influencer non seulement le ciblage des récepteurs et des protéines
mais également celui des virus présents dans les vésicules, qui permettent le
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transport direct d’un pôle à l’autre de la cellule. Dans le prochain chapitre, nous
examinerons l’influence que peuvent avoir certains motifs de ciblage, présents
dans les différentes glycoprotéines virales, sur la pathogenèse des virus. De plus,
il sera question de l’importance de certains domaines des glycoprotéines qui sont
impliqués dans l’incorporation de ces dernières à la particule virale et du rôle
qu’ils jouent dans l’infectivité des virus.
6. Implication des domaines transmembranaire et cytoplasmigue des
glycoprotéines virales dans l’infectivité et la pathogenèse virale
Tel que déjà mentionné, l’incorporation des glycoprotéines virales est
nécessaire à la formation d’une particule virale infectieuse. En ce qui concerne
les virus à ARN, l’incorporation des glycoprotéines se fait lors de la relâche de la
particule virale à la membrane plasmique. Il a été possible de constater, à la
section 4.5, que la présence de motifs dans les glycoprotéines cellulaires
affectent le transport de ces dernières dans les cellules épithéliales polarisées, Il
en est de même en ce qui concerne les glycoprotéines virales. Il est également à
noter que le contact entre les cellules, assuré par les glycoprotéines virales
présentes à la surface des cellules, favorise la transmission du virus dans les
cellules épithéliales polarisées. Cette section fera donc un survol de l’influence
des domaines transmembranaire et cytoplasmique des glycoprotéines sur
l’infectivité et la pathogenèse virale. Il faut souligner que la majorité de cette
section sera consacrée aux rétrovirus, bien que certains exemples pertinents
relatifs à d’autres virus, tels les paramyxovirus et les filovirus, seront également
cités.
6.1 Paramyxovirus : virus Sendai, virus de la rougeole et virus respiratoire
syncytial (RSV)
6.1.1 Virus Sendai
Il semble que la capacité d’un virus à bourgeonner, du domaine apical ou
basolatéral des cellules épithéliales polarisées, joue un rôle important dans la
pathogenèse et la propagation des virus. Le virus Sendai en est un bel exemple.
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Il est bien connu que ce paramyxovirus est exclusivement pneumotropique chez
la souris et que le tropisme et la pathogenèse du virus Sendai chez la souris sont
déterminés par la distribution, à certains organes, des protéases responsables du
clivage de la glycoprotéine de fusion (F). De plus, le fait que le bourgeonnement
du virus sauvage se fasse au domaine apical des cellules expliquerait que le
virus se retrouve en majorité à la surface du tractus respiratoire mais aucun motif
spécifique n’a été identifié dans la glycoprotéine Ft422’ 423) Cependant, selon la
littérature, il existe un mutant de la glycoprotéine F, le mutant Fi-R, qui entraîne
le bourgeonnement du virus Sendai à la fois aux domaines apical et basolatéral.
C’est ce qui permettrait au virus d’envahir les tissus sous la couche de cellules
épithéliales et de se propager aux autres organes1421’422t.
Des études réalisées avec le système de culture sur membrane semi
perméable des cellules épithéliales polarisées MDCK ont démontré que lorsque
le virus Sendai est recueilli du côté basolatéral de la membrane semi-perméable
et que des souris sont inoculées avec le virus, la pathogenèse semble atténuée
comparativement au virus sauvaget51. Bien que le virus soit atténué, il est évident
qu’un changement au niveau du ciblage de la glycoprotéine entraîne un
changement dans le tropisme du virus, ce qui peut modifier significativement sa
pathog en èse.
6.1.2 Virus de la rougeole
Le virus de la rougeole est un paramyxovirus qui possède à sa surface
deux glycoprotéines virales, la protéine de fusion (F) et la protéine
hémagglutinine (H). Il a été démontré que chacune de ces glycoprotéines
possède un motif à base de tyrosine dans sa partie cytoplasmique et que ce motif
est responsable du ciblage de ces dernières au domaine basolatéral des cellules
polarisées MDCK1288’ 289) De plus, il semble que lorsque la tyrosine de l’un ou
l’autre des motifs présents dans les glycoprotéines F et H est mutée, ces
dernières sont redirigées vers le domaine apical des cellules MDCK. Il a
également été observé que lorsque les glycoprotéines se retrouvent au domaine
apical, le virus de la rougeole ne peut plus se propager d’une cellule à l’autre
suite à la formation de syncytium, in vitro. Des études plus approfondies dans un
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modèle animal ont montré que lorsque la tyrosine présente dans les
glycoprotéines est mutée, le virus demeure au niveau de l’épithélium du tractus
respiratoire et ne peut plus se propager aux tissus lymphatiques et assurer ainsi
la propagation systémique de l’infectiont289. D’autres études ont également
démontré que lorsque le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine F est altéré
le virus de la rougeole se propage au cerveau des patients infectés ce qui jouerait
un rôle important dans le développement de la panencéphalite sous-aigue
sclérosante (SSPE)52’ 383)
6.1.3 Virus respiratoire syncytial (RSV)
Le dernier paramyxovirus dont il sera question est le virus respiratoire
syncytial (RSV). Ce virus cause des problèmes respiratoires importants chez les
enfants. L’importance de la glycoprotéine F au niveau de la pathogenèse, à
cause de son implication dans la formation des syncytia, a été bien démontrée.
Bien qu’aucun motif spécifique n’ait pu être identifié dans la glycoprotéine F virale
il semble que la présence de cette dernière entraînerait la localisation du virus
aux radeaux lipidiques, situés au domaine apical des cellules épithéliales
polarisées, ce qui faciliterait la formation de la particule virale. Au même titre que
ce qui est observé dans le cas du VIH-1, il semble que les glycoprotéines F sont
localisées à un endroit précis des radeaux lipidiques favorisant l’interaction avec
des protéines cellulaires. Cette interaction mène à la formation et au
bourgeonnement de la particule et permet la formation des syncytia. Il est
également à noter que lorsque ces radeaux lipidiques sont altérés ou que les
protéines cellulaires ou virales ne sont pas incorporées cela peut influencer la
pathogenèse du virus respiratoire syncytialt277. Des études plus récentes ont
permis de démontrer que le domaine transmembranaire de la glycoprotéine F du
RSV semble impliqué à la fois dans le ciblage de la glycoprotéine et dans le
ciblage du virus au domaine apical des cellules épithéliales polariséest43.
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6.2 Rétrovirus : oncoretrovirus et lentivirus
6.2.1 Oncoretrovirus
6.2.1.1 Virus de la leucémie bovine (BLV)
Les motifs qui influencent le ciblage diffèrent selon le domaine de la
glycoprotéine où ils sont présents. Tel que décrit à la section 5.4 il existe des
structures ou des motifs qui ciblent les glycoprotéines soit au domaine apical ou
au domaine basolatéral des cellules épithéliales polarisées. En ce qui concerne
les rétrovirus, la majorité de ces motifs sont situés dans le domaine
cytoplasmique des glycoprotéines virales et ils sont représentés par la séquence
suivante YXXØ. En effet, il est possible d’observer la présence de motifs à base
de tyrosine, trois pour être plus précis, dans le domaine cytoplasmique de la
glycoprotéine transmembranaire de l’oncoretrovirus BLV. Lorsque la tyrosine du
second motif est mutée il est possible de constater que le virus perd son potentiel
infectieux. De plus, lorsque la tyrosine du premier motif est mutée le virus
demeure infectieux mais sa propagation, in vivo, est grandement affectée. Les
motifs à base de tyrosine présents dans la glycoprotéine du BLV sont donc
importants pour l’infection et pour la propagation du virust472.
6.2.1.2 Virus de la leucémie à cellule T humaine de type 1 (HTLV-1)
Il existe un autre rétrovirus dont la glycoprotéine transmembranaire
possède un motif à base de tyrosine dans son domaine cytoplasmique il s’agit de
l’oncoretrovirus HTLV-1. Ce virus possède une glycoprotéine transmembranaire
qui a un domaine cytoplasmique de 24 acides aminés, qui est plus court que celui
des lentivirus. Il est bien connu que la transmission du HTLV-1 se fait en majorité
suite à un contact cellule à cellule et ce autant in vitro qu’in vivo. De plus des
études de mutagenèse ont démontré que le motif à base de tyrosine présent
dans le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire est
essentiel à la transmission du virus°°. Le contact entre cellules est nécessaire
pour la propagation du HTLV-1 surtout lors de l’infection des lymphocytes qui
produit une quantité infime de virus libres. En effet, suite à l’infection de la cellule
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par le HTLV-1 il y aurait polarisation du cytosquelette de la cellule infectée
lorsque cette dernière entre en contact avec une cellule cible non-infectée. Le
virus s’accumule au point de contact entre les deux cellules ce qui favoriserait la
propagation du HTLV-1t192.
6.2.1.3 Virus de la leucémie murine (MLV)
Il a été rapporté dans la littérature que les domaines transmembranaire et
cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire du virus de la leucémie
mutine (MLV), qui est un autre rétrovirus, jouent un rôle essentiel dans l’infectivité
du virus, Il est déjà connu que le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine
transmembranaire de la souche écotropique Cas-Br, de l’oncoretrovirus MLV,
possède un motif à base de tyrosine qui est responsable du ciblage de cette
dernière au domaine basolatéral dans la cellul&247. De plus, il a été démontré
que lorsque la tyrosine de ce motif est mutée ou délétée le ciblage au domaine
basolatéral des cellules épithéliales polarisées MDCK du virus est perdu. Il a
également été démontré que cette mutation ou délétion entraîne un retard dans
l’apparition de la maladie chez les souris inoculées avec le virus et qu’elle change
complètement la pathologie car une hypertrophie du thymus et des ganglions
lymphatiques est observable chez les animaux inoculés avec les virus mutést89.
Ce point sera approfondi au chapitre 4.
6.2.2 Lentivirus
6.2.2.1 Virus de l’immunodéficience simienne (VIS)
Tel qu’énoncé précédemment à la section 3.6.3.3, le domaine
cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire des lentivirus est beaucoup
plus long que celui des autres rétrovirus. Dans le cas du VIS, il a été démontré
que la présence d’un codon stop, suite à des passages cellulaires successifs,
pouvait favoriser la réplication du virus in vitrot216. D’autres études ont cependant
démontré que la présence de deux codons stop dans le domaine cytoplasmique
de la glycoprotéine de la souche VISmaclAli rend cette dernière non
pathogénique. Il a également été démontré que lorsque des macaques sont
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inoculés avec cette souche la progression de la maladie et l’augmentation de la
charge virale coïncide avec la réversion des deux codons stop et l’expression
d’une glycoprotéine avec un domaine cytoplasmique complett254. Des études
similaires ont été réalisées avec une autre souche de VIS, la souche VISmac-M4.
Ces études ont également démontré que la présence de codons stop dans le
domaine cytoplasmique de la glycoprotéine transmembranaire du VIS sont
responsables de l’atténuation de la maladie chez les macaques Rhésus393.
Il est également à noter que des études réalisées dans les cellules
épithéliales polarisées de reins de singes verts d’Afrique, les cellules VeroCi 008,
ont montré que malgré la présence de deux codons stop la souche VISmaci Ail
bourgeonne au domaine basolatéral des cellules polarisées. Puisque le premier
codon stop est situé au niveau de l’acide aminé 733 du domaine cytoplasmique
de la glycoprotéine et que cela n’empêche pas le virus VISmaclAil de
bourgeonner au domaine basolatéral de la cellule, tout comme c’est le cas
lorsque le domaine cytoplasmique est complet, ce qui n’est pas étonnant puisque
le ciblage du VIS être attribué à la tyrosine proximale (position 723) au domaine
transmembranaire de la glycoprotéinet185. De plus il est à noter que la mutation
de la tyrosine en position 723 dans la glycoprotéine de la souche VISmac239
réduit la pathogenèse du VIS chez les macaques Rhésus.
Ces études ont également démontré que lorsque la tyrosine et la glycine,
qui précède la tyrosine, sont délétées il est possible de noter une réduction des
symptômes de la maladie chez une partie des macaques inoculés. Cependant il a
été possible d’observer une augmentation de la charge virale et l’apparition des
symptômes de la maladie chez certains macaques qui peut s’expliquer par la
réversion de la mutation de la tyrosine. Il faut souligner que les animaux qui ont
été inoculés avec le VIS, dont la glycine et la tyrosine ont été enlevées, ont
développé des mutations compensatoires dans le domaine cytoplasmique de la
glycoprotéine qui ont permis de rétablir la pathogenèse du VlS143. Ces
différentes études ont permis de démontrer l’importance, au niveau de la
pathogenèse du VIS, du domaine cytoplasmique et de la présence dans ce
dernier d’un motif intact à base de tyrosine.
117
6.2.22 Virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
La présence d’un motif à base de tyrosine dans le domaine cytoplasmique
de la glycoprotéine transmembranaire gp4l dirige le ciblage du VIH-1 au
domaine basolatéral des cellules épithéliales polarisées. Ceci a été démontré
autant dans les cellules VeroClOO8 que dans les cellules MDCK248 322) Il est à
noter que le motif à base de tyrosine influence également le ciblage du VIH-1 à
un pôle spécifique des lymphocytes CD4 ce qui favorise la transmission du virus
lorsqu’il y a un contact entre deux cellules°7. Ce contact direct entre les cellules
représente un mécanisme de dissémination virale entre les cellules infectées par
le VIH-1 et la cellule cible, suite à la formation d’une synapse virologique entre les
deux cellules. Il a également été démontré que l’infection des lymphocytes par le
VIH-1 entraînerait la formation de jonctions serrées stables nommées synapses,
contenant plusieurs complexes formés par la glycoprotéine virale et le récepteur
CD4 qui faciliteraient, avec les molécules d’adhésion, l’infection des cellules
cibles200. Il est également à noter que le recrutement des différentes molécules à
la synapse polarisée est possible seulement si la glycoprotéine virale se lie au
récepteur CD4 et au 00-récepteur CXCR4 et s’il y a restructuration du
cytosquelette d’actin&200. Il faut souligner que l’intégrité des radeaux lipidiques
doit également être maintenue pour qu’il y ait formation de la synapse virologique
(201) Ces études sont complémentaires aux premières études réalisées, in vitro,
sur l’infection des cellules épithéliales par des lymphocytes infectés par le VIH-1.
En effet, ces études mettaient en évidence la transmission du VIH-1 suite
à un contact entre deux types cellulaires et plus précisément entre des cellules
épithéliales de l’intestin et des lymphocytes infectés. Ces études, réalisées in
vitro, mettaient également en relief la transmission du virus à travers un
épithélium intactt336. Il est à noter que d’autres études du même genre ont été
effectuées mais cette fois-ci sur les cellules épithéliales de l’utérus. Il a alors été
démontré que la transmission du VIH-1 se fait le plus souvent de l’homme à la
femme. De plus, il semble que le virus se propage à travers l’épithélium du
système reproducteur de la femme. Les différentes études effectuées ont
également démontré que lorsque les cellules épithéliales de l’utérus sont
infectées par le VIH-1 il existe deux mécanismes probables de transmission. Un
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premier mécanisme pourrait entrer en jeu très tôt suite à l’infection des cellules
épithéliales et permettre la transmission des particules virales libres aux
leucocytes situés sous l’épithélium. Quant au second mécanisme il pourrait se
mettre en branle un peu plus tard au cours de l’infection et il impliquerait, quant à
lui, un contact entre la cellule épithéliale infectée et le leucocyte situé sous
l’épithélium, permettant ainsi la transmission du virust18.
Des études ont également démontré que lorsque la tyrosine, située dans
le domaine cytoplasmique de la gp4l, est mutée il semble que l’infectivité du VIH
1 diminue et ce même en présence de la protéine Neft93. Cependant, il est à
noter que ces résultats contredisent ceux obtenus dans notre laboratoiret57. Cet
aspect sera repris plus en détails dans la discussion générale.
Dans le cas du VIH-1, il n’y a pas que dans le domaine cytoplasmique de
la glycoprotéine transmembranaire gp4l que l’on retrouve un motif qui est
impliqué dans la pathogenèse virale. En effet, il est possible d’identifier un autre
motif, cette fois-ci à base de di-leucine, présent dans le domaine cytoplasmique
de la protéine Nef, qui est requis pour l’infectivité optimale du VIH-1 (83)
6.3 Filovirus Marburg et Ebola
Il est à noter, tel que mentionné précédemment, que la transmission d’un
virus d’une cellule à l’autre se fait, dans la majorité des cas, à l’endroit où est
située la glycoprotéine virale sur la cellule. Cependant les filovirus Marburg et
Ebola font exception à cette règle. Ces deux virus sont des pathogènes très
sérieux qui causent des fièvres hémorragiques sévères chez les patients infectés.
Il est intéressant de constater que les glycoprotéines virales de ces deux virus
sont ciblées au domaine apical des cellules épithéliales polarisées alors que la
relâche des virions se fait, quant à elle, au domaine basolatéral de ces mêmes
cellules378. En effet dans le cas du virus Marburg, et ce contrairement aux autres
virus cités précédemment, il semble que le ciblage au domaine basolatéral soit
associé avec la présence à ce domaine de la protéine de la matrice (VP4O). Il est
à noter que cette dernière possède un motif à base de tyrosine qui est impliqué
dans le bourgeonnement de la particule virale et qui pourrait influencer la relâche
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du virus à ce domainet197. Cependant, à ce jour aucune association n’a pu être
mise en évidence entre la protéine de la matrice VP4O et la relâche au domaine
basolatéral du virus Ebola puisqu’il semblerait que ce soit la seconde protéine de
la matrice, VP24, qui serait responsable de son bourgeonnement et de plus
aucun motif à base de tyrosine n’a pu être identifié dans la séquence de la
protéine VP24t10.
En résumé, en ce qui concerne les rétrovirus, il est bien connu que la
présence de la glycoprotéine virale n’est pas essentielle à la relâche de la
particule virale. Cependant, lorsque la glycoprotéine est présente elle semble
influencer la relâche de la particule virale en dirigeant cette dernière vers un
domaine cellulaire spécifique. Il doit donc exister des mécanismes spécifiques qui
permettent la concentration de la glycoprotéine à l’endroit où la particule virale est
relâchée. Le mécanisme qui assure le ciblage spécifique de l’enveloppe est
associé avec la présence de structures ou de motifs dans certains domaines de
la glycoprotéine virale. Il est à noter que dans les cellules épithéliales polarisées,
la présence de ces motifs influence grandement la pathogenèse, en favorisant la
transmission cellule à cellule, et elle influence également le tropisme du virust422.
7. Problématique et buts du projet de recherche
Tout au long de cette revue de la littérature, il a été possible de constater
que la glycoprotéine transmembranaire virale, gp4l, du VIH-1 est une des
protéines virales qui joue un rôle primordial lors de l’infection des cellules par le
virus. En effet, la gp4l est non seulement impliquée dans les étapes précoces de
l’infection, notamment la fusion entre la membrane cellulaire et l’enveloppe virale,
mais également dans les étapes plus tardives. Différentes études ont également
démontré que le domaine cytoplasmique de la gp4l jouerait un rôle important
dans l’incorporation de la glycoprotéine viralet115 294, 453) La présence de la gp4l
au domaine basolatéral des cellules épithéliales polarisées entraîne la relâche à
ce domaine de la particule virale, favorise le ciblage à un pôle des lymphocytes
infectés ainsi que la transmission cellule à cellule°7” 248. 322) Le domaine
cytoplasmique de la gp4l est impliqué dans le ciblage au domaine basolatéral et
ce grâce à la présence dans ce domaine d’un motif à base de tyrosine YXXØ. Ce
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motif est proximal au domaine transmembranaire de la glycoprotéine gp4l et il
est non seulement très conservé chez plusieurs isolats du VIH-1 et du VIS mais il
est également présent chez d’autres rétrovirus, ayant un domaine cytoplasmique
plus court, dont le MLV et le HTLV-1t247’ 249) Différentes études ont également
démontré que le motif à base de tyrosine influence la pathogenèse des virus
VlSmac239 et MLVt89’ 143)•
Il a également été démontré que le motif à base de tyrosine est impliqué
lors de l’internalisation de la glycoprotéine virale. Ce dernier peut en effet lier la
sous-unité p2 de l’adaptine AP-2. Cette dernière recrute les molécules de
clathrine, ce qui mène à la formation des vésicules de clathrine et entraîne
l’invagination de la membrane plasmique permettant ainsi l’internalisation de la
glycoprotéine dans la cellulet222 306, 371 380)
Il a été clairement démontré que la tyrosine comprise dans le motif YXXØ
joue un rôle autant dans l’internalisation des glycoprotéines que dans le ciblage
de ces dernières au domaine basolatéral, cependant la séquence exacte en
acides aminés responsable du ciblage basolatéral ou de l’internalisation n’a pas
encore été identifiée. L’identification des séquences responsables permettrait de
mieux comprendre le rôle du ciblage basolatéral et de l’internalisation des
glycoprotéines virales dans la réplication du VIH-1 et plus spécifiquement dans
l’assemblage du virus. Le premier objectif de ce projet visait donc à séparer
les déterminants moléculaires associés au ciblage polarisé et à
l’internalisation de la glycoprotéine gp4l et ce en substituant les acides
aminés flanquant la tyrosine impliquée dans les deux phénomènes. Ce
travail, sous forme d’un article soumis pour publication, est présenté au chapitre
2. Ce travail a été facilité par l’utilisation d’une lignée de cellules MDCK
infectables par le VIH, qui a préalablement été développée au laboratoire.
L’article auquel j’ai participé, décrivant cette lignée, est présenté en appendice.
La gp4l est impliquée dans les étapes plus précoces de l’infection. Cette
protéine transmembranaire est produite par la maturation du précurseur gpl 60 ce
qui donne également la glycoprotéine de surface virale, gpl2O. Le rôle de la
gp120 est de lier les récepteurs et les co-récepteurs cellulaires CD4 et
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CXCR4/CCR5t379 alors que celui de la gp4l est de permettre la fusion entre
l’enveloppe bilipidique virale et la membrane cellulaire, ce qui permet l’entrée du
virust469. Alors que de nombreuses études ont démontré l’importance de
l’ectodomaine de la gp4l dans le processus de fusion virale96’ 211. 246, 253, 457), le
rôle joué par le domaine transmembranaire de cette dernière demeure quant à lui
moins bien défini. Bien que le rôle premier qui lui est attribué soit l’ancrage de la
glycoprotéine virale à la membrane du virus, son implication dans la fusion virale
et dans l’infectivité du virus demeure controverséet287 471)• Des résultats
préliminaires obtenus dans notre laboratoire ont permis d’établir qu’une délétion
de l’acide aminé isoleucine en position 642 de l’ectodomaine (mutant Al642) ou la
substitution du domaine transmembranaire de la gp4l par celui de la protéine
hémagglutinine (HA) du virus influenza (mutant TM-HA), enrayent tous deux
l’infectivité virale. Le second objectif de ce projet visait à déterminer si ces
glycoprotéines mutantes pouvaient inhiber l’infectivité conférée par la
glycoprotéine sauvage et par quel mécanisme. Ce travail, sous forme d’un
article à être soumis sous peu, est présenté au chapitre 3.
CHAPITRE 2:
ARTICLE 1
Le motif à base de tyrosine joue un rôle autant dans l’internalisation des
glycoprotéines que dans le ciblage de ces dernières au domaine basolatéral.
Cependant, la séquence exacte en acides aminés responsable du ciblage
basolatéral ou de l’internalisation n’a pas encore été identifiée. L’identification des
séquences responsables permettrait de mieux comprendre le rôle du ciblage
basolatéral et de l’internalisation des glycoprotéines virales dans la réplication du
VIH-1 et plus spécifiquement dans l’assemblage du virus. Le but de ce travail
visait donc à séparer les déterminants moléculaires associés au ciblage polarisé
et à l’internalisation de la glycoprotéine gp4l et ce en substituant les acides
aminés flanquant la tyrosine impliquée dans les deux phénomènes. Cet article a
été soumis dans le journal Retrovirology.
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ABSTRACT
The intracytoplasmic demain cf the HIV-1 gp4l glycepretein harbers a
tyrosine-based YXXØ signal involved in targeting cf the glyceprotein at specific
celi-surface membrane subdemains and in dewnmoduiatien cf the glyceprotein
from the ceil surface via endocytosis. The dual activity cf the signal renders
cemplex the analysis cf its role in viral replication and assembly. An alanine scan
mutagenesis was performed en the glycoprctein intracytcplasmic region, adjacent
te the YXX0 signal, in an effert te separate determinants cf the signal required for
endocytosis er targeting te the basclateral demain of polarized epithelial celis.
Substitution cf the glycine residue, preceding the tyrosine, increased steady-state
levels cf the glyceprotein at the cell surface, suggesting a loss cf endocytic signal,
while basolateral targeting remained unaffected. In ccntrast, ether amine acids
substitutions, except that cf the critical tyresine residue, resulted in a lcss of
targeting while level cf envelope glycoprotein at the celI surface was essentially
unaffected. Capsid pretein (p24) was fcund te harbcr a punctate intracellular
distributicn only when virus budding was targeted te the basolateral surface.
Interestingly, baselateral targeting cf the envelope glyceprotein was cbserved
withcut pelarization cf budding in cne mutant, and this aise resulted in a loss cf
punctate distribution cf the capsid protein. Ail viruses encoding mutant envelepe
glyccprcteins were infectieus and able te replicate in human ]urkat T-cell une.
Overall, these results indicate that it is possible te separately alter the different
phenctypes ccnferred by the YXXØ mctif te further examine their reles in HIV-1
replication and pathegenesis.
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INTRODUCTION
The last step of every productive viral multiplication cycle is capsid
assembly foilowed by virus release. In enveioped viruses, such as the retrovirus
human immunodeficiency virus (HIV-1), this is accompanied by incorporation ot
viral envelope glycoproteins (Env) inserted in the iipid envelope of the budding
virionst2.
t is now generaily accepted that most oeil types exhibit a specific
distribution cf their membrane proteins and that flot ail ceil surfaces exhibit the
same lipid and protein composition. This is flot unexpected since this different
protein composition reflects the role cf differentiated membrane surfaces. This is
especially evident in “polarized” epithelial celis aithough other ceil types use
similar mechanisms to generate distinct membrane demains or functional
poles4346’48’59. Since synthesis and transport cf viral proteins relies on the celiular
machinery, it is thus flot surprising that some viruses also exhibit a poiarized
phenotype et insertion cf their membrane ‘envelope’ glycoproteins and/or
polarization cf viral buddingt1574.
Acccrdingiy, since pioneering studies pertormed 25 years agot6°62),
viruses have been instrumental in the study cf protein targeting at specific
membrane demain in polarized epitheliai ceils. In HIV-1, the membrane
glyccprotein is specificaily transported at the basolateral surface cf epitheliai celis
in cultur&52. Basolaterai targeting cf the glycoprotein restricts viral budding at this
membrane surfac&37’53, aithough viral glycoproteins are flot necessary for viral
budding in retroviruses21’31; this directionai budding cf HIV-1 requires the
interacticn cf Env gp4l with the MA domain cf the Gag polyprotein precursor
(Pr55gag) and the resulting incorporation cf Env intc virai particles3753. Other
retrovirai glycoproteins, such as those cf human T-oeil leukemia virus (HTLV-l)
and murine leukemia virus (MuLV), can substitute for that cf H1V-1 te promote
basclaterai budding cf HIV-1 virions3. The budding cf other retroviruses
(MuLV, H1V-2 and S1V) is also targeted to the basciateral surface via a signal
present in the intracytopiasmic demain cf their respective envelope
giycoproteins416.
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Considering that other oeil types, in addition to epithelial ceils, exhibit
some form of polarized distribution of their oeil surfaoe molecules, it was logical to
assume that polarized release oould be extended to other oeils. This was aotuaily
shown to be the oase in HIV-infeoted lymphocytes where virus assembly cf
oapsid protein underneath the oeil surface is targeted at a distinct oeil pol&19’32.
This is consistent with various observations showing virus release directed toward
oeil-te-oeil contact zones. This directional release of virus budding was shown to
favor virus propagation in infeoted oeil culture for bcth HTLV-i and HiV-118’19. t
has also been proposed that the directional release cf virus from an infected
mononuclear oeil te an epithehal oeil could favor cell-to-oeH viral transmissiont8’54
56,69,70) This original idea has attracted more attention recently with the rising
concept of targeted virai egress that has now been shcwn with different
viruses27. Hence, several studies have shown that targeting and accumulation cf
specific viral and celiular components at distinct subdomains cf the oeil surface
resuits in the formation cf the sc-called “virclogicai synapse” that favors transfer
cf retroviruses from an infected te an uninfected oeil, either during contact
between lymphocytes, dendritic oeils and lymphocytes, or between lymphocytes
and epithehal celist1’3’26’28’29’42
Site-directed mutagenesis studies have established that a membrane
proximal tyrcsine-based motif, the ciassicai YXXØ motif (where 0 is a large
hydrcphcbic amino acid residue), s responsible for basclateral targeting in at
least 4 different retroviral envelope glycoprcteins (Molcney-MuLV, Cas-Br-E
MuLV, HiV-1, and HTLV-l)t16’36’38, as well as for pclarized release cf HIV-1 in
lymphccytes19.
The situation is, hewever, rendered complex by the faot that the same
YXXØ motif ccuid aise act as an endocytosis signal, resulting in downmodulation
from the oeil surface, in multiple prcteins. This was actually shown te be the case
in retroviruses such as SiV and HiV-1 (5,7,9,20,32,64,67,80,81) Downmoduiaticn cf
envelepe glycoprotein from the oeil surface could have a role in lentiviral
pathogenesis by reducing the amount cf unassembied envelope glycoprotein
present at the ceH surface, thus limiting the hkelihocd that the hcst immune
system oculd recognize and destroy these infected cellst39’40. The situation is
probably even more ccmpiex in retroviruses such as H1V since it is aise
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suspected that the motif interacts, directly or functionally, with viral accessary
proteins, Nef and Vpu1314.
The importance ot polarized budding and/or endocytosis in viral replication
or pathogenesis is well supported by experimental evidence. In the case ot
Sendai virus, a loss ot viral polarized release, that is not directly due to an altered
targeting signal of the viral envelope glycapratein7”, changes the pathology in
experimental mice from a iocaiized respiratory tract infection to a systemic
viremia with a high percentage of death in inoculated animalst5172. in measles
virus, reversai of polarizatian from basolateral to apical results tram substitution of
the critical tyrosine residue of a YXXØ motif; in this case, infection by the mutant
virus is limited ta the respiratory tract in an animal madel, whiie measles virus
normally spreads systemically in this same modeIt44.
In retroviruses, simian mmunadeficiency virus mutants harboring amino
acids substitution in the YXXØ motif displayed reduced pathogenicity in
macaques; mutations also had a tendency to revert, suggesting that there is a
strong selective pressure to keep the motif intactt22. However, in these
experiments, t was impossible to determine whether reduced pathogenicity was
associated ta a defect in targeting of Env at specific domain(s) of the ceil surface
or ta a defect in its downmodulation tram the celI surface via endacytosis. In
murine leukemia viruses, the tyrosine-based motif seems ta act solely as a
targeting signal, rather than a dual polarization/endacytosis motif16’241. Altering the
tyrosine-based motif in such a virus did not ciearly reduce its pathogenic potential
but rather atfected the profile of the disease that was induced in mice. in absence
af the motif, the virus seems ta have an aitered tissue distribution in the organism:
whiie the wild type virus was limited to the spleen, the mutant produced
thymomas and hypertraphy of the lymph nades in a significant percentage at
inoculated animal&16.
Although tyrosine-based motifs can act bath as a palarization and
endacytosis motif when present on variaus viral and cellular proteins, it has been
shown in numerous cases that the surrounding sequence cantext can modulate
the activity of either basalateral or endacytosis motift2’34’35’41’49’57. This will
determine if a given matif will soleiy act as basalateral signal, endocytasis signai,
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or both, likely through differential interaction with different cellular
adaptinst6’25’45’47’50.
In the present study, the region surrounding the tyrosine-based motif cf
HIV-1 Env glycoprotein was submitted te alanine-scan substitution mutagenesis
and the resulting mutants were expressed ta trans-complement an Env-negative
proviral clone or introduced in a complete infectious proviral clone. Detailed
characterization of the resulting mutants in terms cf Env basolateral Iocalization,
polarized viral budding and Env endocytosis indicates that it is possible ta
separately alter and modulate the different phenotypes conferred by the
intracytoplasmic demain of HIV-1 envelope glycoprotein.
MATERIALS AND METHODS
Celi unes. Human HEK293T cells expresses the large T antigen cf SV40,
allowing replication cf plasmid harboring the SV4O replication origin. MAGI CCR5
(P4-R5) cells used in the multinuclear activation cf 3-galactosidase infectivity
(MAGI) assay were obtained from the NIH Aids Research and Reference
Reagent program (cat # 3522). Polarized Madin-Darby canine kidney cells
(MDCK) were originally obtained from the Department cf Biochemistry cf
Université de Montréal while the polarized clone cf african green monkey kidney
cells (Vero Cl 008) was obtained from the American Type Culture Collection. The
MDCK celI clone transfected ta stably express both CD4 and CXCR4 (MDCK
T4/R4) was previously described (manucript under revision14). Human
lymphocytic cells expressing CD4, Jurkat-TA, were previously described12. AIl
adherent cell lines were maintained in Dulbecco’s modified Eagles medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics
(penicillin and streptomycin). Jurkat cells were maintained in RPMI-l 640 medium
with 15% FBS and antibiotics. AIl cells were grown at 3TC under a 5% CC2
atmosphere and routinely tested for the absence cf Mycoplasma contamination
using a PCR protacol, as recommended by the manufacturer (Stratagene,
LaJalla, CA, USA).
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Plasmids. The HXBH1O envelope-negative (gag÷, pol÷, vif+, vpr-, tat+,
rev+, vpu÷, env-, nef-) proviral construct of HIV-1 was previousiy describedt7378,
as welI as the envelope expression vector, pSViiIen23, used to express the H1V-
1 wild type envelope glycoprotein and to construct the various mutant envelope
glycoproteins. Plasmid expression vector for Tat, was pSV-CMV-Tat, where Tat is
placed under the transcriptionai control of the CMV promoter.
Site-directed mutagenesis. The various single-substitution alanine-scan
mutants, were produced using the megaprimer (3-primers) PCR-directed
mutagenesis strategyt75, as in previous studyt38. The high-fidelity Pfu DNA
polymerase (inVitrogen) was used for ail PCR reactions. Mutants harboring
substitution of tyrosine 712 to serine, as weil as substitution of proline 714 to
alanine, were previously describedt38. Mutagenic primers used were the
toliowing, with mutations underlined.
5’-GTGAATAGAGCCAGGCAGGGATATTC-3’ (for V708A);
5’-GAATAGAGTTGCCCAGGGATATTCACC-3’ (for R709A);
5’-ATAGAGTTAGGGCCGGATATTCACC-3’ (for Q71 OA);
5’-GTTAGGCAGGCCTATTCACCATTATCG-3’ (for G71 1 A);
5’-GCAGGGATATGCACCATTATCG-3’ (for S71 3A);
5’-GATATTCACCAGCTTCGTTTCAGAC-3’ (for L7 1 5A);
5’-TTCACCATTAGCITTTCAGACCC-3’ (for S71 6A);
5’-ACCATTATCGGCGCAGACCCACC-3’ (for F717A) and
5’-CATTATCGTTTGAGACCCACCTC-3’ (for 0718E).
Mutated fragments obtained were subcloned in the pSVllienv expression vector,
as previousiy describedt3. The following mutants (0710A, G711A, S713A,
P714A and L715A) were cloned at the Hindlli-BamHl sites in a pSP64-derived
plasmid containing the Vpu gene between the SaIi-Kpni sites. Sa-BamHi
fragments were then recovered from this intermediate piasmid to be subcloned in
the BH1O Vpu+ proviral constructt78 to generate isogenic proviruses. The Y712S
proviral construct was previously describedt13.
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Expression ot mutant viral envelope glycoproteins. Initial
characterization of the various singly-substituted envelope mutants was done by
transient expression in HEK293f cells. The envelope expression vectors (8 jig)
were co-transfected with the Tat expression vector (4 pg) using the classical
calcium-phosphate co-precipitation procedure. Pulse-chase experiments were
done 48 hours post-transtection. Briefly, cells were starved in serum and
methionine-free medium for 30 minutes, scraped from the petri dish, and
resuspended for metabolic radiolabeling in 0.5 ml of serum and methionine-free
medium for one hour in the presence of 600 iOi/mL of Tran35S-Label (1175
Oi/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). Oeils were then washed 3 times in cold”
medium (3X methionine and cysteine and 2.5% FBS) and resuspended in the
same medium. A chase period of 1, 3 and 6 hours was done, celis were
recovered, washed in PBS, and Iyzed in RIPA buffer (25mM Tris-HCI pH 7.2,
5mM EDTA, 5OmM sodium fluoride, 0.02% sodium orthovanadate, 1% NP-40,
0.5% sodium deoxycholate, 0.05% SDS, and a cocktail of protease inhibitors
according to the manufacturer instructions (Roche Applied Science). Oeil lysates
were ciarified by centrifugation at 12 000 rpm for 20 minutes in a refrigerated
Sorvafl centrifuge. A pre-clearing step was then performed using normai human
serum and protein-A sepharose beads for 20 minutes at 4O. Oell-associated
proteins were then analyzed by immunoprecipitation in the same buffer using a
serum from a HIV-1 seropositive individual, followed by recovery of antigen
antibody complexes with protein-A sepharose, as previously describedt3.
Immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE and autoradiography.
Determination of celi surface expression of viral envelope
glycoprotein by FACS. Expression of the mutant viral glycoproteins at the celI
surface was measured by FAOS analysis of either transiently-expressing
HEK293T celis or at the surface of infected Jurkat cells. In HEK293T celis,
analysis was performed 48 hours post-transfection. For the analysis in Jurkat
celis, these were transfected with proviral DNA constructs using DEAE-dextran,
as described79. The presence of viral glycoprotein was measured at day 9
posttransfection at which time most celis were found to be infected. The
technique used for FAOS analysis was identical for both celI unes as already
describedt79, with minor changes. Oeils were incubated 45 minutes at 4O with an
anti-gpl6O/gpl2O polyclonal antibody (NIH AIDS Research Program, catalog
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#188) diluted 1/100 in a PBS-5%FBS followed by an incubation of 20 minutes at
4C with a FITC-conjugated swine anti-goat-lgG (Cedarlane) diluted 1/200 in
PBS-FBS. Celis were washed three times with PBS between incubations, fixed in
2% paraformaldehyde (PEA) and analyzed using a FACStar cytofluorometer
(Beckton Dickinson).
Viral infectivity measurements using the MAGI assay. Viral infectivity
was determined using the classical MAGI assayt30, modified to use P4-R5 celis.
The different viral stocks were quantitated for total viruses using a reverse
transcriptase assay. Similar amounts of viruses (2 cpm/celI and 10 cpm/cell), was
then applied onto P4-R5 reporter cells. Virus inoculum was left to adsorb for 2
hours in 150 iL of medium, 100 jiL of fresh medium was then added. CelIs were
fixed 48 hours post-infection, positive (blue) cells were then counted under the
microscope. As previously reported, the assay was found to be linear under the
conditions used and thus adequately represents the amount of infectious virus
present13.
Polarization of viral budding. MDCK or Vero 01008 cells were seeded
onto semipermeable membrane filters (MillicelI-HA, 0.45 iM sterilized culture
plate insert, 30 mm; BD Biosciences, Bedford, MA, USA). Polarized viral budding
was examined using previously described techniques with some modificationst38.
Envelope-negative proviral DNA (1 ig) was co-introduced by lipotection with
envelope expression vector (4 ig) for either wild type or various mutants at 48
hours, at which times they were confluent and exhibited maximal electrical
resistance (1000 ohms•cm2, as measured with a MillicelI-ERS electrical
resistance system from Millipore). Each day, for a total of 3 days post-lipofection,
supernatants were recovered and released virus quantitated using a p24 ELISA
assay (Coulter Diagnostic, Miami, EL, USA), as previously describedt37. Resuits
obtained for the different mutants were compared with wild type and Y7125 for
statistical significance, using the non-parametrical Mann-Whitney test with the
help of the SPSS software (version 13).
Immunofluorescence (IF) of infected epithelial MDCK celis. Polarized
MDCK ceils stably expressing both the primary HIV-1 receptor (CD4) and co
receptor for T-tropic viruses (CXCR4) were previously established and will be
referred to as MDCK-T4/R4 celis (manuscript under revision14). CeNs were
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seeded at 1 .5 X 1 ceils per chamber in 8-chamber LabTek slides. Infectious
virus stocks (10 cpm/cell), recovered from the supernatant of transiently
transfected HEK293T cells 48 hours following transfection with the various
proviral DNAs, was used to infect these celis. Medium was replaced at 16 hours
post-infection; celis were then incubated until they reached confluence. The
infected cells were then processed for IF either directly, or following treatment
with 5mM EGTA (ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether)-N.N,NN’-tetraacetic
acid) in calcium-free PBS for a maximum of 5 minutes at 3TC in order ta disrupt
tight junctions between cells, by calcium chelation, and te allow access of the
antibody ta the basolateral surfacet1152’63’68. Ceils were then incubated with a
1/50 dilution of polyclonal goat anti-envelope (gpl6O/120) antibody in PBS-milk
for 2 hours at 4CC, washed with PBS, tixed with 2% PFA that was then removed
by washing before incubation with Alexa488-conjugated donkey anti-goat-lgG
(Molecular Probes, Oregon) for 40 minutes at 4C using a 1/100 dilution in PBS
milk. For localization of intracellular Gag proteins, cells were fixed in 4% PFA,
permeabilized in 0.2% Triton X-100 for 10 minutes at room temperature and then
quenched for 10 minutes in 5OmM ammonium chloride. Cells were then incubated
for 60 minutes at 37CC with a rabbit anti-p24 antiserum (NIH AIDS Research
Programs) diluted 1/100 with PBS-milk. After being washed in PBS, cells were
incubated with a 1/500 dilution of an Alexa594-conjugated donkey anti-rabbit lgG
(Molecular Probes, Oregon) for 40 minutes at room temperature. Slides were
examined with a Cari Zeiss Axiovert 200M (Germany) equipped with a Plan
Neofluar 100X/1.30 ou Ph3 DIC lens. Images were acquired as 0.45iiM thick
section using nearest neighbour parameters.
Viral replication kinetics. Viral replication kinetics was determined in
Jurkat-TA celis. Briefly, approximately 5 X 10 cells were infected with viruses
recovered from transfected HEK293T ceils, with the same amount of reverse
transcriptase activity (corresponding ta an approximate MOI between 0.01 to
0.001, as judged by MAGI assay). CelIs were maintained thereafter at a
concentration cf 1 06 viable cells/mL by appropriate dilution every 3 days at which
times small aliquot (50 iL) of celi supernatant was recovered ta perform a reverse
transcriptase assay ta detect virus production331.
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RESULTS
Rationale. To determine if it is possible to separate the tyrosine-based
targeting (basciateral) signal from dewnmodulation (endocytosis) signal, alanine
scan mutagenesis was pertormed to individualiy substitute amino acids. In
addition to the four amine acids that are directly part et the YXXØ signal (YSPL),
the 4 amine acids preceding the signal en its amine side (membrane proximal,
VRQG) and the 3 distal amine acids following the signal at its carboxyl-terminal
end (SFQ) were substituted by alanines. Although preliminary characterization cf
the substituted proteins was done using expression vectors fer the envelepe
glycopretein alone, some et the mutations which appeared mest interesting and
representative were then aise introduced in the centext cf a provirai DNA. This
centrasts with many reports where targeting signais are examined in the context
cf chimeric proteins for sake cf simplicity and ease of detection; these proteins
generally harbor the external and transmembrane demain of a weiI characterized
“reperter” pretein fused te portions cf the intracyteplasmic demain cf the viral
glyceprotein. However, in order te assess the different properties asseciated with
the envelepe intracyteplasmic demain, we chose to proceed in the context et
authentic viral envelepe glycopreteins and with proviral ccnstructs. This is
especially cf importance considering that endocytesis signai are kncwn te be
modulated by the presence cf the Gag capsid proteins20 er by the presence cf
the distal part cf the intracyteplasmic demain cf the envelope glycoprotein5’9’6480.
Expression and maturation of mutant viral envelope glycoproteins.
The synthesis and stabiiity cf the different mutants cf the viral envelope
glyccprctein was first verified by transient expression fellewing transfectien cf
expression plasmids in HEK293T. Most mutant preteins were expressed at levels
similar te the wild type, as judged by immunobletting experiments (data not
shewn). Under these expression conditions, the viral envelepe glycoprotein
molecuies were mestly detected under the form cf gpl6O precursor. There was
apparently a small decrease in tetal accumuiaticn for the P714A and L715A
mutants and a further decrease fer the mutants with an alanine substitution in
amine acid 716 te 718. A pulse chase experiment was also perfermed by
metabolic radielabeling cf the protein, fellcwed by varieus pericd cf incubatien
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with an excess of uniabeied amine acids and immunoprecipitation cf the
radiolabeied glycoprotein (Fig. 1). In each case, the gpl6O protein was converted
te gpl2O, altheugh this was largeiy incomplete in the time period examined in this
expression system which overexpresses the glycoprotein in absence cf ether viral
proteins. Representative examples, including the mutants that wiII be more
extensively characterized in the following sections, are presented. Again, there
was only a small apparent decrease in the amount cf P714A and L715A and a
more important decrease in the amount cf the S716A, F717A and Q718E
mutants; ail other mutants appeared to behave as the wiid type in this assay.
Celi surface expression of mutant viral envelope glycoproteins.
Having estabhshed that the different mutant envelepe viral glycopreteins are
expressed at normal or near-normal levels, their presence at the celi surface was
next examined to determine if their abihty te be dewnmodulated from the cefl
surface was altered. Oeil surface steady-state levels cf the different mutant
glycopreteins was thus examined by FACS analysis cf transiently transfected
HEK293T ceils. Using this apprcach, ail mutants were feund te be expressed at
the ceil surface. Nevertheless, there was a clear increase in the celi surface
leveis cf mutants G711 and Y712 (Fig. 2A). Ail the ether mutants that were
analyzed were essentially identical te the wiid type. Representative examples are
presented with only very slight changes (Q71OA, S713A, P714A and L715A) in
the surface expression (Fig. 2B).
Infectivity conferred by mutant viral envelope glycoproteins. The
ultimate test fer the functien cf the viral envelope glycepretein is its ability te
promote virai infection by binding te celi surface recepter and aliewing fusion cf
viral iipid envelepe te hest ceil membrane. The different vecters fer expression cf
mutant viral envelepe glyceproteins were thus cc-transfected with a cemplete
envelepe-negative previrus and the resulting trans-cempiemented viruses were
harvested frem transfected HEK293T celi supernatants. The specific infectivity cf
the different viruses was then examined with the ciassical MAGI assay,
cemparing leveis cf reverse transcriptase activity with the number cf pesitiveIy
infected ceils, via transactivatien cf 3-galactcsidase expression in the reporter
ceils. Ccmpared te the wild type virus, there was an apparentiy lewer infectivity
for viruses harboring substitution cf amine acids in a membrane-preximai
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position, amino acids 708-711, but it was only a modest change, these viruses
exhibiting a range of infectivity varying between 60% and 75% compared to the
wild type (Fig. 3). There was no apparent change in infectivity for the different
mutants Iocated after the tyrosine-based motif (amino acid 71 6-71 8) nor with the
amino acids 713 and 714 (the SP amino acids of the YXXØ motif). The decrease
in infectivity was similar to that of the membrane-proximal residue in the case of
the Ieucine-71 5 residue, the hydrophobic 0 in YXXØ. The most apparent change
was noticed with substitution of the tyrosine residue itself with an infectivity that
was stili, however, at least 40% that of the wild type.
Polarized viral release. Since the different forms of envelope
glycoprotein appear to promote normal or near normal infectivity, they are thus
incorporated to the virions and could be examined for their ability to target virus
budding to the basolateral surface of polarized epithelial celis. A protocol was
previously established to determine if a given viral envelope glycoprotein is able
to target budding of HIV virions at the apical or basolateral domains of the
plasma membrane of polarized epithelial cellst3638. Expression vectors encoding
each of the mutant alanine-substituted glycoprotein were co-transfected with an
envelope-negative provirus DNA; initiator AUG was mutated and a deletion at the
beginning of the gene results in a frameshift to ensure that there is no synthesis
of the glycoprotein from the provirus DNA. Plasmids were introduced by
transfection in either a polarized monkey epithelial ceil line (Vero Cl 008) or in
Madin-Darby canine kidney cells (MDCK), two standard cellular models
previously used in the study of retroviral polarized budding with similar
resultst416’36’3753. Both cell types were grown onto semipermeable filters and
viruses were recovered and quantitated by immunoassay, as described in
Materials and Methods. At three days post transfection, cells were polarized and
significant differences in the ratio of released virus from apical and basolateral
surfaces was observed between wild type and the Y712S mutant. Given that
similar results were obtained with both Vero 01008 and MDCK celis, analysis
was performed with pooled results independently of the ceil line. As previously
shown, substitution of the tyrosine residue at position 712 in YXXØ abolishes
basolateral targeting cf virus budding; as a resuit, HIV virions were released in
similar amount through both apical and basolateral domains cf the plasma
membrane. Substitution cf most amino acids surrounding the tyrosine in or
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around the YXX0 motif (R709A, Q71OA, S713A, P714A, L715A, S716A) also
abolished basolateral targeting, with statistically significant difference between the
apicai/basolateral ratio observed with these mutants compared to the wild type
virus (0.024, using the non-parametric Mann-Whitney test). The most membrane
proximal (V708A) apparently retained partial basolateral targeting while only the
G711A immediately preceding the tyrosine-based motif retained normal, or even
most complete, basolateral targeting of viral budding. There was an apparent
reversai of polarization in the case of Q71OA. Since there was an important
variation from experiments to experiments with this particular mutant, the only
conclusion is that basolateral targeting of viral budding was lost with this mutant.
Expression of mutant envelope glycoproteins at the surface of
infected celis. Following the characterization by transient expression ot the
different mutants, the analysis was pursued for some cf the mutants in the
context of provirus DNA after subcloning of the appropriate mutated fragments,
as described in Materials and Methods. Analysis of celi surface expression of
mutant Env glycoproteins in a context of an infectious proviral clone s more likely
te be representative given that Gag protein, which are known to influence Env
internalization, are co-expressed. The wild type proviral construct was thus
compared with the Y712S mutant that has lost both polarized targeting cf virus
budding and endocytic signal for recycling of the viral envelope glycoprotein from
the ceil surface. Additionai mutants Q71OA, G711A, S713A, P714A and L715A
were also examined; these last six mutants have lost either polarized budding or
endocytic recycling in the previcus transient expression assays. Human ]urkat T
ceils une was used for this analysis using transtection with cloned provirai DNAs,
as in previcus report19. Since the virus propagates in these ceils, ail cells were
positive at time cf analysis; a narrow peak with reiatively uniform level cf cet
surface expression cf the envelcpe giycoprctein was thus observed in cets
infected with each of the viruses (Fig.5). There was oniy small variations between
mutants. lnterestingly, cniy mutant G71 1 A, that had the highest celi surface levei
in previous transient expression experiment, showed an increased expression at
the surface cf infected celis (Fig.5A). Most cther mutants had a slightly reduced
expression (Fig.5B), that may reflect their slightiy aitered expression or turnover,
as shown by pulse chase analysis (Fig.1). Differences were small but appeared
reproducible frcm experiments te experiments.
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Polarized transport of mutant viral envelope glycoproteins in
epithelial celis. Having shown that the different mutant virai glycoproteins are
expressed at the oeil surface of transfected or infected oeIls, their distribution at
either the apical or basolateral domain of polarized epitheliai oeils was examined.
We took advantage of our recent establishment of a Madin-Darby canine kidney
oeil une expressing both the receptor, CD4, and co-receptor, CXCR4, for T-tropic
HIV-1 strains (manuscript under revision14). These oeils were thus infeoted with
the different viruses and processed for immunofluoresoence detection of virai
envelope glycoprotein exposed at the oeil surface. With the wiid type envelope
glycoprotein, there was no fluorescence when the antibody was appiied at the
apical cefl surface whiie prior treatment with ohelating agent to disrupt tight
junctions aliowed deteotion of the envelope glycoprotein (Fig.6). The fluorescence
appeared to be conoentrated at the periphery of the oeils, consistent with the
pattern usuaiiy seen with basolaterally targeted proteins. In contrast, substitution
of the oritioal tyrosine residue of the tyrosine based motif (tyrosine 712) abohshed
this targeting; the envelope giyooprotein was detectable when the antibody was
applied onto the apical surface. However, the pattern changed with addition of the
chelating agent, aflowing the additionai deteotion of the basolateral protein at the
periphery of the oeil (Fig.6). A similar pattern, indicative of loss of polarized
targeting of the viral envelope glycoprotein, was observed with most other
mutants, S713A and P714A are presented as representative examples in Fig.6.
However both mutants 071 OA and G71 1 A retained a wild type phenotype (Fig.
6), although the 0710A substitution was found to aboiish basolaterai targeting of
viral partioles budding and release; this point will be further discussed below.
Intracellular distribution of capsid proteins. In another set of
experiments, the p24-Gag oapsid protein was examined in order to determine if a
change in its suboeliular distribution could be oorrelated with targeting of virai
assembly toward the basolaterai surface. In this model of polarized epitheliai
oeils, the p24 capsid protein exhibited a punctate distribution when the wiid type
envelope glyooprotein was present (Fig. 7). 0f ail 5 mutants examined, only the
G711A mutant retained the wild type pattern of intraoellular distribution (Fig.7);
this mutant being the only one that retained both poiarized targeting of the
envelope glyooprotein itself, and polarized virus budding. The Y712S mutant, as
well as ail other mutants, the S713A and P714A mutants are again presented as
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representative examples, exhibit a diffuse distribution ot the Gag p24 protein
inside the celis (Fig.7). The Q71OA mutant was unusual since it presented the
phenotype of a mutant devoid ot polarization signal, as expected trom the resuits
ot polarized budding presented in Fig. 4, despite the tact that the envelope
glycoprotein present at the celi surtace was restricted to the basolateral domain
(Fig.6).
Replicative potential of the different mutants. The mutant glycoproteins
were incorporated to virions and conterred infectivity to f ree virions in the single-
round MAGI intectivity assay. In order to turther establish their replicative
potential, under conditions ot a propagation assay, human cultured Jurkat T
lymphocytes were then used. Following infection at low multiplicity ot infection,
there was similar propagation of wild type and mutant viruses (Fig. 8). Kinetic and
final values appear the same for aIl viruses in the limit of experimental variation.
However, an increased propensity to torm syncytia, especially those of larger
size, was significantly augmented in mutants Y712S and G711A. This increased
fusogenic activity was also previously observed in transfection experiments of
Jurkat cells but there was no signiticant consequences on celI viability or celI
growth curves between the different virus-infected cells (data not shown).
DISCUSSION
The intracytoplasmic, membrane-proximal, tyrosine-based YXXØ motif is
strongly conserved among HIV-1 virus isolates as well as between different
retroviral envelope glycoproteins. However, given the complexity of the
intracytoplasmic domain of lentiviruses, such as HIV-1, its exact role an
importance could well be more complex in such viruses. A prerequisite for turther
studies and understanding ot the importance of this motif was to separate the two
phenotypes that are well-known to be associated with the motif, namely (i)
endocytic internalization ot the envelope glycoprotein from the cell surface and (ii)
basolateral targeting of the viral envelope glycoprotein and of viral budding in
cultured polarized epithelial cells.
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The tirst phenomenon could likely affect cytopathic etfects, by allowing
more or less extensive accumulation of the glycoprotein at the celI surface with
resulting formation of syncytia. It was also suggested to be of importance in
controlling recognition by the immune system, by limiting the amount of viral
glycoprotein that s exposed to immune recognitiont39’40. Accordingly, an increase
in neutralizing antibody response, and to a lower extent in the CD8 T-cell
response, was observed in mice inoculated with a DNA construct encoding an
envelope glycoprotein with a substitution of the tyrosine, compared to the wild
type construct10’801.
When discussing the exact influence that the basolateral targeting can
have on HIV pathogenesis, different considerations must be taken into account.
In other viruses, such as Sendai and Measles viruses, the basolateral targeting in
epithelial cells clearly affects pathogenesis. However, the importance of epithelial
cells in the multiplication and pathogenesis of HIV is still debated but often
considered to be minimal. Nevertheless, targeting at the basolateral surface could
reflect the presence ot a targeting motif that s interpreted by different celI types,
thus resulting in a polarized distribution at the celI surface of non-epithelial ceils.
In our laboratory, such a targeting of virus budding at a distinct crescent-shaped
pole of infected lymphocytes was previously shown to be dependent of the
tyrosine-based motif and could affect celI-to-celI viral transmissiont19. This could
welI affect the propagation of the virus between infected and uninfected cells in
vivo. Numerous data presented by the group of D.M. Phillips have, in tact,
confirmed polarized targeting of HIV release from mononuclear cells
(lymphocytes, monocytes, macrophages) and lead the authors to suggest the
importance of this phenomenon in viral transmission at mucosal (vaginal or rectal)
surfaces, by concentrating viruses at intercellular interface, a phenomenon that
may also somewhat protect the virus from neutralizing antibodiest8’5456’69701. Not
only could polarization of budding in mononuclear cells be important in this
context, but also in viral propagation from cells to cells following initial viral
transmission. The importance of the YXXØ motif in this context has been shown
in vitro in the case of HIV-1 or HTLV-lt18’19, and may be even more important in
the presence of the immune system in vivo. lnterestingly, in contrast to the
increased latency observed in SIV-inoculated animaIs, latency was not altered in
MuLV-inoculated animaIs when the tyrosine was substituted in the tyrosine-based
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motift161. Since MuLV envelope glycoprotein does flot harbor an endocytosis
signalt16’241, this suggests that aiteration of endocytosis couid be an important
determinant in the iatency, or virulence, of retroviral-induced disease, as
observed for SIV, while polarization probabiy affects the ability to spread in
ditferent tissues. The iack of requirement for an endocytosis signai in MuLV couid
be explained by the presence of the R-peptide that prevents fusogenic activity of
the glycoprotein at the oeil surface1581, thus probably alieviating the necessity for
downmodulation.
A prerequisite to further oiarify the relative importance of endocytosis vs
polarization, as conferred by the tyrosine-based motif, was thus to separate these
two signais. Aithough both signais necessitate the presence of the criticai tyrosine
71 2 residue, our working hypothesis was that it shouid be possible to resoive the
two functions by changing the surrounding sequence context. This was achieved
in the context of the HIV-1 glycoprotein.
First, the substitution of glycine 711, immediateiy preceding the tyrosine
based motif, olearly maintained poiarized targeting at the basolaterai surface,
either when the distribution of the envelope was direotly examined by
immunofluorescence or when the budding of the virus was examined by release
of p24 capsid protein from fiiter-grown oeils. The same mutation resuited in an
increased expression at the oeil surface suggesting a ioss of the endocytic motif
by this substitution and thus separation of the two tunction of the tyrosine-based
motif. The deoreased endooytosis with G71 1 A is consistent with previous reports
by other group showing decreased endocytosis of H1V-1 envelope giycoprotein
expressed in the absence of capsid proteinst71 or of chimeric glyooprotein
containing the intracytopiasmio domain of simian immunodeficienoy
giycoproteint9t. i nteresting iy, this substitution appeared to affect steady-state level
of the envelope glycoprotein even in the context of a compiete provirus whiie the
effeot of the Y71 2S substitution was essentiaily masked in this context, whiie
evident in transient expression using 293T oeils. Masking of the endocytosis
signal by the presence of capsid proteins is a weil-known phenomenont201.
However, this phenomenon is probabiy largeiy oeil-type dependent since we were
previousiy abie to demonstrate the importance of the signai in other ceils91.
Analysis of intraoefluiar distribution of oapsid (p24) protein in poiarized epithehai
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cells revealed that a targeting of envelope glycoprotein also affect subcellular
distribution of capsid proteins, this gives further credential to the idea that
interaction between these proteins can occur inside the celi (see for
exampIes:t65’66’76). This specific subcelluiar distribution was clearly iost in ail other
mutants that have lost polarized targeting of virus budding, stressing the
importance of the region surrounding the tyrosine-based motif in the
intracytoplasmic domain of the envelope glycoprotein.
Losing the endocytic potentiai increased syncytium formation but did flot
appear to significantly increase the total cytopathic effect resulting from viral
multiplication, as judged by similar celI growth curves (data flot shown), nor did it
seem to affect viral replication per se. The small decrease of virai infectivity
observed in single-cycle infectivity assay with some mutants, could be due to
differences between the P4-R5 cell line used in infectivity assay and the ]urkat
cells; differences between different infectivity assay were previously noted (see
for example:t12).
Second, different mutants such as (S713A, P714A) iost their targeting to
basolateral surface, as evidenced by: i) a loss of polarized virus budding, ii)
altered targeting of the envelope glycoprotein at the cell surface, and iii) altered
intraceilular distribution of capsid (p24) proteins. In contrast, these mutants
exhibited similar, or even slightly reduced, expression at .the celI surface,
supporting the idea that they are flot affected in their endocytic potential. These
different mutants thus separate the endocytosis signai from the basolateral
targeting signal in an opposite manner to that of G71 1 A. These data also suggest
that the polarization signal is more dependent of the overail structure of the
intracytoplasmic domain while the endocytic signal is more restricted in its
sequence context requirements but clearly encompasses the glycine residue
adjacent to the tyrosine.
The Q71OA mutant represents an intermediate phenotype since poiarized
transport of the viral enveiope glycoprotein at the basolateral membrane surface
was retained while polarization of virus budding appeared to be lost. With this
mutant, the punctate pattern observed for intracellular p24 capsid protein was
also lost. These data are most easily interpreted by a loss of interaction between
the two viral components (Env and capsid), resulting in concomitant loss of
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poiarized virus budding. interestingiy, this amino acid at position 710 was found to
be variable among reported HIV isolates and in our own preiiminary study of
primary viral isoiates (data not shown). Since ail other amino acids position in this
region are strictiy conserved, this supports the idea that both endocytosis and
targeting function of the tyrosine-based motif are of importance in the human
host.
There s some discrepancies in the literature concerning the importance of
the tyrosine-based motif in retrovirus infectivity and repiication in cultured ceiis,
although most studies suggest that the motif is flot directly required to maintain
virus i nfectivity1 316,17,19,22.36,38,77) The discrepancies probabiy resuit in part from
the different backbone ot virus used, harboring different set of accessory proteins;
the data aiso suggest that the importance of the tyrosine-based motif on virai
infectivity couid vary depending on the ceii type or mode of virai propagation. The
avaiiability of different wefl-characterized mutants affected in either endocytosis,
basoiaterai targeting, or both, couid aflow to pursue the studies in different cefl
types to estabhsh the importance of the motif in virai rephcation or propagation,
ceIl-free or cell-mediated, either aione or in competitive conditions. Different
evidence indicate that the tyrosine-based motif affects celi-to-cefl virai
transmission in HiV-1t19, and HTLV-It18. Aiso, it has been observed in both siV22
and MuLV (unpubhshed observations) that viruses aitered in their tyrosine-based
motif, aithough they replicate normaily when used to infect by themseives, are at
a seiective disadvantage when they are used in co-infection with wiid type virus.
The “molecular dissection” of the dual poiarization-endocytosis function of
the H1V-1 tyrosine-based motif shouid heip to orient future studies using animai
modeis; in addition to the S1V/macaque modei22, the murine ieukemia virus
(MuLV)/mouse modei6 could be adapted for these studies using chimeric
viruses harboring sequences of the intracytopiasmic domain of H1V in a MuLV
backbone. As recent data have stressed the importance of the tyrosine-based
motif of H1V envelope giycoprotein in the modulation of its antigenic
properties°’80, these studies shouid aiso heip to further optimize the enveiope
gene for the design of better vaccination strategies in our fight against the AIDS
pandemic.
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FIG. 1. Expression ot glycoprotein mutants. Each single-substitution mutants, or
wild type envelope glycoprotein expression vector, were transiently expressed by
transtection in HEK293T cells. Pulse metabolic radiolabeling was done for one
hour, at 48 hours post-transfection, as described in Materials and Methods.
Samples were taken at time O, just tollowing the labeling period, and after chase
with non radioactive amino acids for 1, 3 or 6 hours, as indicated.
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FIG.2. Expression of glycoprotein mutants at the celi surface cf transfected celis.
Single-substitution mutants were transientiy expressed by transfection cf
expression vectors in HEK293T ceils. Oeils were processed for celI surface
analysis by FACS analysis using a polyclonai anti-envelope antibody, as
described in Materials and Methods. (A) Comparison between wiid type, Y7125
and G711A with non-transfected (mock) celis as negative control. (B) Comparison
between wiid type and representative mutants Q71OA, S713A, P714A and
L715A.
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FIG.3. Infectivity conferred by the viral envelope glycoprotein in one-cycle assay.
Viruses were produced in HEK2931 cells by co-transfection cf envelope
expression vector with envelope-negative proviral DNA. Amounts cf viral particles
was measured by reverse transcriptase assay and identical amounts was applied
onto MAGI (P4-R5) oeils for infectivity assay, as described in Materials and
Methods. Numbers are the mean of at Ieast three independent experiments and
twa values for each virus with the value cf the wild type envelope considered as
100%; standard error was less than 5%.
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FIG.4. Polarization cf viral budding by glycoprotein mutants. Glycoprotein mutants
in expression vectors were co-introduced in filter-grown polarized epithelial celis
with envelope-negative cloned HIV provirus DNA. Apical and basolateral media
were recovered and virus was quantitated using an ELISA immunoassay directed
against the p24 capsid protein. Results are presented as the ratio cf apical te
basolateral value and are the mean cf six (wild type and Y712S) or three (ail
other mutants) separate experiments with standard errer cf the mean. The
mutants that are statistically identical to the wild type (according to the Mann
Whitney test at 0.024) are indicated by an asterisk.
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FIG.5. Expression of glycoprotein mutants at the ceil surface ot infected
lymphocytes. Cloned proviral DNA for each single-substitution mutant viruses
were introduced in prepared by human lymphocytes Jurkat-TA cells by DEAE
dextran transtection procedure. Celis were processed for celI surface analysis by
FACS analysis, 9 days post-transtection, using an anti-envelope polyclonal
antibody, as described in Materials and Methods.
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FIG.6. Localization of envelope glycoprotein mutants in infected MDCK oeils.
Polarized epithelial MDCK oeils, that were engineered to express HIV-1
reoeptor/oo-reoeptor were infected with viruses reoovered tram HEK293T oeils
transteoted with wild type or mutant proviral DNA and prooessed for surfaoe
immunofluoresoence, as desoribed in Materials and Methods. in eaoh oase,
antibody was bound ta oeils without (apical) or with (basolaterai) prior EGTA
treatment ta allow aooess ta the basolateral surfaoe ot the oeils.
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FIG.7. Subcellular Iocalization of Gag-p24 capsid protein. MDCK-14-R4 were
infected with viruses produced trom transiently-transfected HEK2931. Gelis were
processed for intracellular immunofluorescence for p24, by fixation and
permeabilization, as described in Materials and Methods. Arrowheads point to
some example of punctate distribution in wild type and G71 1 A mutant.
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FIG.8. Replication of mutant viruses. WiId type or mutant proviral DNA were
introduced in HEK293T to produce intectious viruses. Similar amounts ot virions,
as judged by their reverse transcriptase activity, was then applied onto CD4-
positive ]urkat celis, as described in Materials and Methods. Replication kinetics
was followed by development of reverse transcriptase activity released in the
supernatant of infected ceils. Resuits are presented as the average of two
reverse transcriptase measurement. Two separate experiments are presented.
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CHAPITRE 3:
ARTICLE 2
Des résultats préliminaires ont permis d’établir qu’une délétion de l’acide aminé
isoleucine en position 642 de l’ectodomaine (mutant £l642) ou la substitution du
domaine transmembranaire de la gp4l par celui de la protéine hémagglutinine
(HA) du virus influenza (mutant TM-HA), enrayent tous deux l’infectivité virale. Le
but de ce travail visait à déterminer si ces glycoprotéines mutantes pouvaient
inhiber l’infectivité conférée par la glycoprotéine sauvage et par quel mécanisme.
Cet article est en phase finale de préparation.
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ABSTRACT
Viral entry s a key step in the initiation of human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1) infection. This process is mediated by the viral
glycoproteins. The surface subunit gpl2O initiate the process by binding to the
celI surface receptor CD4 and the chemokine coreceptors and aller a
conformational change the transmembrane subunit gp4l is able to mediate
fusion between viral and target ceIl membranes. The implication of the
ectodomain of gp4l in this process s well studied but many questions remain
concerning the implication of the membrane-spanning domain (MSD) of gp4l.
We examined the role of this MSD by replacing if with the complete MSD of
hemagglutinin protein of the influenza virus, creating a chimeric protein (TM
HA). We also included another mutant named I642 which has a single amino
acid deletion represented by an isoleucine residue in position 642 of the
ectodomain of gp4l, which was obtained in the course of previous unpublished
studies and known to have lost the ability to infect due to a loss of protein
maturation. We showed that even if TM-HA chimeric protein was cleaved to
produce mature glycoproteins, it lost viral infectivity, as for mutant A1642. Both
glycoprotein mutants were incorporated into viral particles and were able to
bind f0 intracellular CD4, which suggested that fusion inhibition was post-CD4
binding. An entry assay using the 3-lactamase-Vpr (BIaM) fusion protein
showed that both virus mutants were unable to enter the cell, most probably
due to an incapacity to a defect in fusogenic activity. We also showed that both
mutant glycoproteins were dominant-negative mutants that abolished viral
infectivity in presence of WT envelope by forming hetero-oligomers. This study
showed that both changes, in the ectodomain or the MSD of gp4l, can inhibit
membrane fusion. These mutants could be interesting candidate in further
therapy against HIV-1 intection.
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INTRODUCTION
The process cf viral entry is a key step in the initiation of human
immunodeticiency virus type (HIV-1) infection. Binding between the viral
envelope glycoprotein and the surface cellular receptor CD4 mediates
attachment cf the HIV-1 virion ta the target cell1’21. Viral envelope
glycoproteins are synthesized as a precursor, gpl6O, in the endoplasmic
reticulum, where they are folded, glycosylated and oligomerized to form
homotrimers. The precursor is processed during transport through the Golgi
apparatus by cellular convertases ta yield the surface subunit gpl2O which
remain bound ta the transmembrane subunit, gp4l, by a noncovalent link. The
mature envelope glycoprotein molecules present at the celi surface are
incorporated into newly viral particle ta produce an infectious virus. Surface
subunit gpl2O is responsible for the sequential binding cf the glycoprotein
spike ta CD4 and the chemokine coreceptors, CCR5 and CXCR4, on the
surface cf target cells31. These events lead ta gp4l conformational changes
that are crucial for membrane fusion process and viral entry.
Transmembrane subunit gp4l presents three domains: an ectodomain,
a transmembrane demain and long intracytaplasmic domain41. The
contribution cf the ectadamain cf gp4l ta membrane fusion was shown by
many graups. This region of the protein harbors twa conserved hepta repeats
(N36 and C34) preceded by the fusian peptide. Three N-terminal helices form
a trimeric coiled-coil structure and three C-terminal helices pack in the reverse
directian into three hydraphabic groaves on the surtace of the coiled-coil. t
was shown that the helical-hairpin structure corresponds to the fusion-active
conformation cf gp411571. A similar structure is cammonly observed in the
envelope glycaproteins cf different viruses such as the influenza virus, the
Ebola virus and the Maloney murine leukemia virus8111. Since the membrane
anchar and the fusion peptide cf gp4l ectadamain are embedded,
respectively, in the viral and target cell membranes, the formation cf the
fusogenic hairpin structure results in the colacalization cf the twa
membranes12141. Peptides derived fram the N and C-terminal helical regians cf
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gp4l ectodomain are potent inhibitors of HIV-1 infection1151. C-peptide
DP178116171 latter called T-20 can effectively in suppressing HIV-1
repiication181. T-20 inhibits formation of the fusogenic six-helix bundle in a
dominant-negative manner by binding to the exposed N-terminal coiled coil in
the prehairpin intermediate5’19201. Alanine-scan analysis showed that certain
amino acids present in the C-helix are important for stabilization ot the six-helix
bundie structure. Residue isoleucine 642 (11e642) s one of the four bulky
hydrophobic residues implicated in the maintenance of the structure and it was
also shown that substitution of this amino acid by an alanine also impairs
fusogenic activity by affecting gpl2O/gp4l association and gpl6O
processing211.
The membrane-spanning domain (MSD) of gp4l is not only responsible
for anchoring the envelope glycoproteins on the lipid bilayer but if is also highly
conserved among independent isolates of HIV-1. It was previously reported
that the MSD is involved in membrane fusion but in those studies the
glycoprotein also lacked the intracytoplasmic domain122 23] Other studies have
examined the role of the membrane-anchoring domain of gp4l in viral
glycoprotein function, glycoprotein incorporation and viral infectivity by
substituting the entire transmembrane domain of HIV-1 gp4l by either the celI
surface receptor CD4241 or the cellular glycoprotein CD221251. These studies
indicated that the entire membrane-anchoring domain of gp4l can be
substituted by the transmembrane region of other membrane-anchored
proteins, with no apparent similarities in sequence, without affecting
incorporation of these chimeric glycoproteins to the viral particies, nor viral
infectivity, suggesting that the membrane-anchoring region is not important for
membrane fusion per se1251. More recently, another group showed that even if
no resembiance was found between the MSD of HIV-1 gp4l, CD22 and CD4
proteins they ail had a common characteristic which resides in the presence of
severai glycine residues in the MSD. The presence of this residue is often
found in the MSD of both cellular251 and viral proteins127’281. HIV-1 gp4l is no
exception since a glycine motif GXXXG was aiso identified in its MSD.
However, individual alanine substitution of each glycine had no major affect on
gp4l function. In the same study, the MSD was replaced by those of either
cellular glycophorin A or of vesicular stomatitis virus envelope glycoprotein
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(VSV-G); although both, also containing glycine residues and gp4l fusion
activity was impaired291.
In the present study, the gp4l transmembrane glycoprotein was altered by
either single amino acid deletion in a critical region of its ectodomain or by
substitution of its membrane-anchoring region by that of influenza HA
glycoprotein. Both forms of the protein were shown to be fusion defective and
efficiently interfere with the fusogenic activity and infectivity conferred by the wild
type glycoprotein. Although the exact reason for the fusion defect may differ, both
the ectodomain and the anchoring domain-altered proteins likely inhibit activity of
the wild type glycoprotein by forming inactive heterotrimer with the latter.
MATERIALS AND METHODS
Celi unes. Human HEK293T cells expressing the large T antigen of SV4O,
allowing replication of plasmid harboring the SV4O replication origin and Human
HeLa ceils were used. MAGI CCR5 (P4-R5) cells used in the MAGI single-cycle
infectivity assay were obtained from the NIH Aids Research and Reference
Reagent program (cat # 3522). Human lymphocytic cells expressing CD4, ]urkat
TA, were also used. SV40 transformed human HEK293T cells, MAGI CCR5 and
HeLa cells were maintained in Dubelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin
and streptomycin). The Jurkat CD4+ human lymphoid celI me was maintained in
RPMI-1 640 medium containing 15% FBS and 1% antibiotics. AIl celI lines were
grown at 37°C under a 5% CC2 atmosphere and routinely tested for the absence
of mycoplasma contamination using a PCR protocol, as recommended by the
manufacturer (Stratagene, LaJolla, CA, USA).
Molecular constructs. The HXBH1O envelope-negative (HXBH10 env-)
(gag+, pol÷, vif+, vpr, tat+, rev+, vpu÷, env nef-) proviral construct of HIV-1 has
been previously described [30, 31]. The HXBH1O proviral construct contains a
stop codon at the initiation site of the env gene and a frameshift at the KpnI site
(HXBH1O nucleotide position 5934; +1 = site of transcription initiation). The
pSVlllenv, a tat-truncated, rev and env-expressing plasmid4, was used to
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express the HIV-1 wild type envelope glycoprotein and to construct the various
mutant envelope glycoproteins. The pSVllIenvA726-856 plasmid which express a
truncated envelope glycoprotein was a generous gift from Dana Gabuzda (Dana
Farber cancer Institute, Harvard, Boston)41. Plasmid expression vector for Tat,
SV-CMV TAT, was used to trans-activate expression of env gene. SV-CMV CD4
WT was constructed by inserting a XbaI-XbaI cDNA fragment encoding CD4 into
the corresponding sites of the expression vector SVCMVexpa as described
previousIy321. The CD4 fragment comes from the T4 LTR plasmid containing the
CD4 cDNA derived from the pT4B expressor1331. The proviral plasmid DNA with a
construct (pMM31O) encoding Escherichia cou B-Iactamase (BIaM) fused to the
amino terminus of HIV-1 Vpr was generously given by Michael Miller (Merck
Research Laboratories, West Point, Pen nsylvan ia)34351.
Mutagenesis in HIV gp4l. The deletion of the single amino acid
isoleucine 642 in the ectodomain of gp4l, represented by mutant l642 was
obtained in the course of previous unpublished work. Mutagenesis, in order to
insert the Spel site in 5’ and the HpaI site in 3’ in the region representing the
transmembrane domain, was done using the megaprimer PCR-directed
mutagenesis using Pfu polymerase (Stratagene)361. These sites were created to
permit complete substitution of the transmembrane domain of H IV-1 gp4l by the
transmembrane domain of the influenza hemagglutinin. Mutagenic primers used
were the following, with mutations underlined.
5’-GGCTGTGGTATATAAAAAGTAGTATAATG-3’ (for Spe I site)
5’-CTTTCTATAGTTAACAGAGTTAGGC- 3’ (for HpaI site)
For chimeric protein TM-HA, the transmembrane nucleotide region of the
influenza hemaggiutinin HA-237’ was synthesized and the primers were
hybridized by using a mix of O.5j.ig ot each primer. The primers were denatured at
90°C for 5 minutes and slowly cooled down to room temperature. The primers
used were the tollowing with underlined nucleotides representing the Spel and
HpaI cloning sites at both ends of the transmembrane domain.
5’CTAGTATCCTTGCCATTTATGCTACAGTAGCAGGATCCCTGTCACTGGCAA
TCATGATGGCTGGGATCTCTTTCTGGATGGTT-3’ (forward primer)
5’AACCATCCAGAAAGAGATCCCAGCCATCATGATTGCCAGTGACAGGGATC
CTGCTACTGTAGCATAAATGGCAAGGAT-3’ (reverse primer)
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The Hindlllto XhoI(HXBc2 nucleotide positions 7683 and 8439; +1 = initiation cf
transcription) fragment cf each mutant was cloned into pSVllIenv and they were
ail sequenced.
Accumulation and maturation of the mutated glycoproteins.
HEK293T celis were co-transfected with the SV-CMV TAT expressor and each
of the mutant glycoprotein expression vectors using the classical calcium-
phosphate co-precipitation procedure. CelIs were lyzed 48 heurs post
transfection in RIPA buffer (25mM Tris-HCI pH 7.2, 5mM EDTA, 5OmM sodium
fluoride, 0.02% sodium orthovanadate, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate,
0.05% SDS, and a cocktail cf protease inhibitors according to the
manufacturer instructions (Roche Applied Science) frozen at -80°C and
thawed once. CelIs lysates were clarified by centrifugation in a refrigerated
Sorvali centrifuge. Western blot analysis was done on an aliquot of the lysate
using an anti-gp160/gp120 polyclonal antibody from the NIH AIDS Research
and Reference Reagent program (Cat#188), diluted 1:7500. An anti-goat
HRPO, diluted 1 :3000, was used as secondary antibody and proteins were
revealed on a 8% SDS-PAGE by the ECL (enhanced chemoluminescence)
method.
Viral infectivity assay. The HXBH1Oenv- proviral construct was
complemented individually with each glycoprotein mutants by co-transfection
of HEK293T cells. For the trans dominant-negative experiment, HXBH1Oenv-
proviral construct, pSVlllenv WT plasmid and increasing DNA quantities of
pSVlllenv plasmid expressing each glycoprotein mutants were co-transfected
in HEK293T cells. Viral infectivity was measured by MAGI assay381 modified to
use P4-R5 cells. The different viral stocks were quantified for total viruses
using a reverse transcriptase assay. Similar amounts cf viruses, (2 cpm/cell),
was then applied onto P4-R5 reporter ceils. Celis were fixed and processed tor
3-galactosidase activity 48 hours post-infection, positive (blue) cells were then
counted under the microscope. The results represent the mean of duplicate
samples for three independent experiments. As previously reported, the assay
was found to be linear under the conditions used and thus adequately
represents the amount cf infectious virus present391.
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Incorporation of mutant glycoproteins to viral particles. In order to
verity the incorporation cf the different mutated glycoproteins into viral particles,
the HXBH10env- was co-transfected in duplicate with the different mutants in
HeLa celis. Celis were directly labeied, 48 heurs post-transfectien, in the petri
dish with 100pCi/mi cf Trans35S-Label (1175 Ci/mmol, Perkin Elmer Lite
Sciences) for 16 heurs in a total et 3m1 et methionine-free medium suppiemented
with 10% et compiete medium (DMEM with 10% FBS) per petri dish. Viral
supernatant was ciaritied and peileted through a 20% sucrose cushion for 1 .5
heurs at 35000 rpm in a retrigerated Beckman ultracentrituge (70.lTi rotor). Celi
associated and virion-associated proteins were Iyzed in RIPA butter, and
processed as aiready mentioned in the previeus section. A pre-clearing step was
then pertormed on both celis and viral-associated traction using normal human
serum and protein A-sepharose beads. Viral proteins were immunoprecipitated
with HIV-1 patient’s serum trom the celi lysates and the virions reieased into the
supernatant. Protein A-sepharose beads were added and the proteins were
anaiyzed on a 1 0% SDS-PAGE autoradiography.
Hetero-oligomerization experiment. SV-CMV TAT expression vector
was co-transtected in HEK293T celis with the same DNA amount ot the
pSVIIIenvA726-856 expression vector and each glycoprotein mutant (A1642 and
TM-HA) expression piasmids. Ceils were iabeled 48 heurs post-transtection.
Brietly, ceils were first starved in serum and methionine-free medium tor 30 mm,
scraped from the petri dish and resuspended ter metabolic radiolabeling in 0.5m1
cf serum and methionine-tree medium ter 30 min in presence cf a total cf 2001.iCi
et Trans35S-Label (1175 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). Fresh methionine
tree medium suppiemented with 2.5% et dialyzed FBS was added te the 0.5m1
and the ceils were incubated ter another 3.5 heurs. Oeils were lyzed 48 heurs
post-transtection in 0.5% CHAPS butter, trozen at -80°C and thawed three times
before centritugatien and pre-clearing steps as described before. The proteins
were immuneprecipitated with an anti-gp4l MAb coming trom HIV-1 IIlB gp4l
hybridoma Chessie 8 and obtained trom the NIH AIDS Research and Reterence
Reagents program (cat #526). This antibody does net bind the truncated WT
envelope 50 only proteins linked te the ditterent mutant proteins are pulled down
atter adding protein G-sepharose beads. Preteins were analyzed on a 10% SDS
PAGE followed by autoradiography.
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Intracellular CD4 binding. HEK293f ceils were co-transfected with the
SV-CMV CD4, SV-CMV TAT and the different envelope expression vectors.
Cellular proteins were metabolically radiolabeled 48 hours post-transfection.
Briefly, celis were f irst starved in serum and methionine-free medium in presence
of brefeldin A (5mg/ml), scraped from the petri dish and resuspended in 0.5m1 of
serum and methionine-tree medium for 30 min in presence of a total of 200pGi of
Trans35S-Label (1175 Gi/mmol, Perkin Elmer Life Sciences). Fresh methionine
tree medium supplemented with 2.5% of dialyzed FBS was added to the 0.5m1
and the cells were incubated for another 3.5 hours in presence ot breteldin A
(5mg/ml). CelIs were lyzed in RIPA buffer. Atter clarification and a pre-clearing
steps, the proteins were then immunoprecipitated with an anti-CD4 (OKT4) and
protein G-sepharose beads or the anti-gp4l (Chessie 8) MAb betore analysis by
SDS-PAGE and autoradiography.
Fusion (entry) assay (13-lactamase). The assay was pertormed
essentially as described in the Iiterature34351. HEK293T were co-transtected with
ot the 13-lactamase/vpr (BIam-Vpr) fusion plasmid construct, the BHlOenv
proviral construct and the different envelope mutant expressors. The different
viral stocks were quantified for total viruses using a reverse transcriptase assay.
Jurkat GD4 cells were intected with similar amount of virus (2.5 cpm/cell) for 5
hours in RPMI supplemented with 15% FBS. Ceils were washed with GO2
independent medium and then loaded with CCF2/AM dye in GO2 independent
medium containing 5% FBS for 60 min at room temperature and in the dark. CelIs
were washed and incubated overnight at room temperature, also in the dark, with
medium containing 1% ot probenicid in GO2 independent medium with 5% FBS.
Probenicid was used to maintain a sutticient fluorescence level during the
incubation period401. Finally, cells were washed and tixed in 2%
paratormaldehyde and analyzed by FACS.
RESULTS
Rationale. In the course ot previous unpublished work done in our
laboratory, we obtained a mutant of H IV-1 glycoprotein that lost viral infectivity
in P4!R5 MAGI indicator cells. Further sequencing characterization of this
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mutant showed that a deletion cf an isoleucine in position 642 of the gp4l
ectedemain was responsible fer this Ioss cf infectivity, this mutant wiII be
referred to as A1642 threugheut this manuscript. At the same time we were
constructing a chimeric construct in which the transmembrane domain et HIV-1
gp4l was replaced by the complete transmembrane demain of the influenza
virus hemagglutinin (HA) protein (referred to as TM-HA) which also showed a
loss of infectivity. In both Éx1642 and TM-HA, intectivity conferred by these
glycoproteins was examined by transient cc-expression cf a cemplete
envelepe-negative previral DNA censtruct with envelepe expression vecters.
The resulting trans-complemented viruses were ebtained frem nensusceptible
HEK293T celis te aveid reinfection cf the celis. The specific infectivity cf the
virus was then examined with the classical MAGI assay, comparing levels cf
reverse transcriptase activity with the number cf positively infected celis, via
transactivation cf beta-galactosidase expression in the reporter cells.
Cempared te the wild type virus, there was clearly no residual infectivity with
both mutant and chimeric envelepe glyceproteins cempared te the virus that
was simiiarly preduced with the wild type glycepretein (data net shewn).
Accumulation and processing of the different envelope
glycoprotein mutants. In erder te further study the mechanism behind this
loss cf infectivity, steady-state level cf accumulation maturation cf beth
mutants was f irst verified. Plasmid expression vectors fer each glycopretein
was intreduced for transient infection in HEK293T cells tegether with Tat
pretein plasmid expression vecter te ensure adequate expression frem the
H IV-1 LTR. Western blet analysis cf celI lysates shewed that WT envelope and
TM-HA chimeric pretein are precessed since the surface subunit gpl2O is
present. In centrast, for mutant Al642 there was ne apparent precessing te
gpl2O despite normal accumulation cf the gpl6O precursor (Fig.1). Western
blet analysis was aise perfermed te detect the second product cf gpl6O
processing, the gp4l TM subunit; again the correspending band cf 41 kDa was
detected enly with the WT and fer the TM-HA chimeric pretein suggesting that
cemplete maturation was maintained fer these two glycepreteins but absent in
the Al642 mutant (data net shewn).
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Viral incorporation of envelope glycoprotein mutants. Beside
defects in proteolytic processing of the glycoprotein precursor, another
explanation for the observed loss cf infectivity could be the result cf a defect in
incorporation of the mutant glycoproteins to viral particles. HeLa cells were co
transfected with an envelope negative proviral construct and the different
glycoprotein mutants. After metabolic radiolabeling of the ceils, supernatant
was ultracentrifuged on a sucrose cushion and the viral pellet was lyzed. Viral
proteins incorporated in the viral particles were immunoprecipitated, as
described in the Materials and Methods section, and further analyzed on a
SDS-PAGE gel. The results obtained showed that the different mutants are
normally incorporated; again, only the precursor form of the glycoprotein was
observed for mutant 1x1642. However, for both WT glycoprotein and 1M-HA
chimeric protein, for which the gpl2O protein is made, the mature form of
glycoproteins was predominantly incorporated (Fig.2).
Glycoproteins A1642 and TM-HA can both act as dominant
negative mutants. Viral stocks were produced by co-transfection cf HEK293T
cells with three expression vectors: stable DNA quantities of both BHlOenv
proviral construct and WT envelope expressor complemented with increasing
amount of DNA of 1x1642 (Fig.3A) envelope glycoprotein mutant or TM-HA
(Fig.3B) chimeric protein. Each virus stock produced was then tested for
specific infectivity using single-cycle infectivity assay with indicator P4/R5
MAGI ceils. When identical amounts cf DNA for the WT envelope vector and
the mutants were used, the infectivity level decreased drastically. For mutant
1x1642 approximately 5% cf WT infectivity was retained under these conditions
and when DNA amount cf mutant 1x1642 was further doubled, only a remaining
trace cf infectivity (around 1%) was observed (Fig.3A). This result suggest that
the precursor form cf the envelope glycoprotein in mutant 1x1642 can act as a
trans dominant-negative mutant for virion infectivity. Similar results were
obtained with the 1M-HA chimeric protein envelope construct, even if the
residual percentage cf infectivity was slightly higher then what was observed
for mutant 1x1642 (Fig.3B). Nevertheless, TM-HA chimeric protein, like mutant
1x1642, seems to act also as a trans dominant-negative mutant cf infectivity
even if the mature form cf envelope glycoprotein, gpl2O is produced with this
protein.
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Hetero-oligomers formation between WT truncated form of
envelope and the different mutated form of envelope glycoproteins. A
trans dominant-negative phenotype, when the effect cf expressing a mutant
form cf a protein is significantly more important that simple dilution effect cf the
wild type molecule, is indicative cf an interactive between mutant and wild type
fcrm cf the protein resulting in a lcss cf function cf the latter in the ccmplex.
This cculd be mcst cften cbserved in the case cf prcteins that naturally fcrm
active cligomeric complexes such as the H IV-1 glycoprotein trimer. Te
determine if the trans-dominant effect that we cbserved is acccmpanied by the
formation cf hetero-cligomers between the mutant and the WT glycoproteins,
the A1642 and TM-HA were co-expressed with a truncated, glycoprotein, the
1x726-856 glyccprotein that lacks the epitope recognized by the monoclonal
anti-gp4l antibcdy prcduced by Chessie 8 hybridcma cells (as shcwn by lack
cf immunoprecipitation in Fig. 4, lane 1). t was possible to observe formation
cf hetero-oligomers by the co-immunoprecipitation cf the truncated
glycoprctein (1x726-856) with either 1x1642 mutant and 1M-HA (Fig.4, lanes 5
and 6) cbtained after metabclically labeling the cells and by an
immunoprecipitaticn assay made under conditions that maintained the
cligomeric structures cf the glycoproteins as described in the Materials and
Methods section.
Intracellular binding between CD4 either mutant A1642 or TM-HA
chimeric protein. In view cf the above results, it was next cf interest te further
analyze the mechanism by which the envelope mutants affected viral
infectivity. Since the lcss cf infectivity is flot due to a defect in glycoprotein
incorporation te viral particle, another possible explanation could be a lack cf
interaction between the ceil surface receptor CD4 and the different mutated
glycoproteins. In crder te clarify this question, intracellular binding cf the
different glycoprotein mutants te CD4 was verified. Since intracellular binding
cf CD4 and the envelope glycoprotein takes place in the endoplasmic
reticulum ccmpartment, brefeldin A (BEA) was added during labeling te blcck
prctein transpcrt from the ER te the Golgi apparatus411. CD4 and the WT
envelope glyccproteins were aIse expressed alone and immuncprecipitated
with either the anti-CD4 or anti-gp4l MAbs in order te verify the expression cf
the two proteins and the specificity cf each antibody, as shcwn in Fig.5 (lanes
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2 and 7). Mutant A1642 and 1M-HA chimeric glycoproteins were both pulled
down as the wild type glycoprotein by CD4 antibody, indicating that there s no
large difference in the ability ot these envelope glycoproteins to interact with
CD4 (Fig.5).
Role of mutant A1642 and TM-HA chimeric protein in viral entry.
Since both the A1642 mutant and TM-HA could bind CD4, their defect must be
due to later post-binding events. Ihe next Iogical step was to investigate the
ability of the mutant glycoproteins to promote fusion between viral envelope
and cellular plasma membrane. la measure biologically relevant entry, virions
containing a 3-lactamase-Vpr (BlaM) fusion indicator protein were produced by
co-transtection of HEK293T with an envelope-negative proviral construct, the
different mutant glycoprotein expression vectors and the BIaM expression
vector. Equal quantities of viral supernatant was adsorbed and let to enter
Jurkat CD4-positive target celis for 5 hauts. After removing virus, the cells
were incubated with the 3-lactamase fluorescent substrate and processed for
FACS analysis, as described in Materials and Methods.
Virions produced in the absence of envelope glycoprotein showed a
negligible percentage of entry, as indicated by conversion of the substrate (green)
fluorescence ta blue product fluorescence, similar ta the mock-uninfected cells
incubated with the substrate (Fig.6A and B). CelIs infected with virus harboring
the wild type envelope glycoprotein presented a shift in the ceIl population
analyzed by FACS, 15% of the celI population went tram green ta blue
fluorescence, representing the percentage of cells that have fused with a F3-
lactamase-positive virus under these conditions (Fig.6C). Bath mutant A1642 and
1M-HA chimeric protein were apparently unable ta promote fusion since
percentage of positive (blue) cells remains comparable ta that of negative
controls, at 0.4% and 0.6% (Fig.6 D and E to Fig. 6B).
DISCUSSION
In the present study, t was thus established that bath the ectodomain and
the MSD of HIV-1 gp4l can play a critical role in its fusogenic activity in the
context af the viral particle. Bath class of mutant or chimeric glycoprotein,
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although their fusogenic potential is attected via difterent mechanism, are able to
act as trans-dominant inhibitor via their association with the wild type molecule in
trimeric for of the viral glycoprotein present at the surface of the virion.
The role of HIV-1 gp4l ectodomain in the fusion process between viral
and cellular membranes has been extensively studied by many groups. As the
gpl2O glycoprotein binds to 0D4, it initiates conformational changes making the
interaction between gp120 and the co-receptors more favorable. After attachment
to the co-receptor further conformational changes occur in both the gpl 20 subunit
and the gp4l transmembrane proteins, thus weakening their interaction. During
this process, a transitory pre-hairpin intermediate of the 1M protein is created,
freeing the previousiy buried fusion peptide to interact with the host-ceii
membrane6’421. Fusion is induced by insertion of the fusion peptide, iocated at the
amino terminus of gp4l, into the host ceil membrane, bringing this region near
the transmembrane domain of gp4l. This can be obtained through the fusion-
active conformation of a coiied-coii structure composed of internai tripie-stranded
N-peptide helices paired with anti-paraliel outer C-peptides packed along
hydrophobic grooves, forming a six-hehx bundie431. Amino acids substitution
introduced throughout the ectodomain of the gp4l protein showed the importance
of many residues present in both the N36 and the 034 helices, in membrane
fusion activity2144’451. Another study aiso demonstrated that residues forming the
gp4l ioop iocated between residues 593 and 622 of the extraceliular domain are
either important in the processing and the incorporation of the glycoproteins or
responsible for an increased dissociation between gpl2O and gp41461. In the
present study, an isoleucine residue was deieted in the C34 helix which eaU to
the production of an immature form of glycoprotein and a ioss of virai infectivity. t
was previously reported that isoleucine 642 participates, with five other residues
(Trp628, 1rp631, 11e635, 1yr638 and Leu645), in the stabilization of the six-helix
bundie structure through specific interfaciai interactions between these six apolar
side chains1211. Ihe same investigators have aiso shown that, when this residue s
substituted for an alanine, the substitution affects gpl 60 processing and/or gpl 20
and gp4l association and impairs ceIl-to-ceil fusion and syncytium formation. Our
data, reported here, further support the importance of this residue in gpl6O
cleavage but aiso in the fusion process between the virus iipid envelope and the
celiular plasma membrane during the actuai infection process.
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Several peptides that mimic the sequence of the N- and 0-helices are
known ta inhibit fusion by blocking the interaction between the helices, thus
preventing the formation af the six-helix bundie fusogenic state of gp41115’16’47’481.
Peptides such as C34 and T-20 (also referred ta as DP178) act as entry
inhibitors of HIV-1 via inhibition ot envelope-mediated virus-ceil fusion. The
sequence ot both of these peptides cover the region that includes the isoleucine
residue in position Our resuits showed that deletion ot residue 11e642
impaired viral entry probably due ta a lost of HIV-1 gp4l fusogenic activity,
shawed by the BIaM early entry assay (Fig.6), since the mutant glycoprotein was
stiil able to bind anta CD4 (Fig.6). The lack of processing in mutant Al642 could
be due either ta : 1) defective transport to the Golgi network where the precursor
is normally cleaved by cellular convertases or 2) the mutant glycoprotein is
normally transported ta the Golgi apparatus but the cellular convertases are
unable ta recognize the cleavage site due to a canformational change ot the
glycoprotein. Unfortunately we could not clearly establish the exact reason for the
lack of processing. No significant changes were observed with the panel of
different contormatianal MAbs that were assayed (data flot shown). Also, we were
not able ta show, by performing deglycosylation (EndoH) experiments, that either
WT or mutant z2d642 glycoproteins were transiting through the Golgi apparatus.
This last observation is flot necessarily surprising since most of the glycopratein
synthesized can be retained in the ER compartment501, thus masking the small
proportion af transiting (endo-H resistant) molecules. More detailed kinetic
analysis of the transport and subcellular localization of this mutant will be needed
if one wants ta understand the reason for the lack of cleavage.
Although is aspect has been comparatively somewhat less studied, it has
been established that the transmembrane domain of viral glycoproteins, in
addition ta their ectodomain, is alsa essential in the fusion process for many
viruses2223’51551. In influenza virus, the HA protein has ta be exposed to acidic pH
in order for the ectodomain ta convert into a fusogenic conformation thereby
exposing the hydrophobic N-terminus of HA2 subunit, which acts as the fusion
sequence561. It was also reparted that when the bath 1M and cytoplasmic
domains of the HA pratein were replaced simultaneously by the same domains of
unrelated pratein, like pIgR, the chimeric protein was able ta fuse but when these
domains are replace individually the fusion activity is Iost, suggesting that the 1M
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and the Cf are flot functionally independent1571. On the other hand, when only one
domain of the HA was replaced by the corresponding domain from the fusion
protein of Sendai virus, the F-protein, this does not affect membrane fusion1581. For
HIV-1 gp4l, it was first shown that the complete substitution of the MSD by that of
an unrelated cellular protein, CD22, did flot affect gpl6O processing or viral
infectivity suggesting that this region is flot specifically involved in membrane
fusion1251. Recently, the significance of these earlier observations was questioned
when the complete substitution of HIV-1 gp4l MSD by that of cellular glycophorin
A or from vesicular stomatitis virus G protein was found to severely impair fusion
activity of the chimeric molecules124’ 291 Our own resuits appear to support the
latter observations since our chimeric protein 1M-HA also completely lost its
fusion capacity (Fig.6E). A consensus glycine motif (GXXXG) is very conserved
among the MSD of different cellular and transmembrane proteins. However, in
HIV-1 gp4l MSD, these glycine residues can apparently be substituted without
affecting fusion activity of gp4l, since these mutants retained their replication
capacity in ]urkat ce11s1291. This is flot the case for vesicular stomatitis virus G
(VSV-G) protein where flot only conserved glycine residues are essential for
fusion but also the length of the MSD itself1271. Even if the HIV-1 gp4l MSD is
highly tolerant for mutation without affecting fusion t was also reported that the
charged amino acids near or within the MSD are important for membrane fusion
process1591. In our study we substituted the MSD of HIV-1 gp4l, which is 21 amino
acid long, by the influenza virus HA MSD which on the other hand is 25 amino
acids long. This difference in length, as observed for VSV-G, might be
responsible for the complete lost of fusion activity observed with chimeric protein
TM-HA although, as also proposed by others1251, saturation mutagenesis
experiments on the MSD cf HIV-1 wilI probably be needed to clearly assess the
sequence/structure requirement for this domain and, at the same time, provide
explanations for the discrepancies observed when transmembrane domains of
different sources are used to substitute for that of gp4l.
The central point of the current manuscript is our observations that two
different types of changes made to the viral glycoprotein, both resulting in
inhibition of its fusogenic ability, could give rise to the phenomenon of trans
dominant inhibition of wild type envelope glycoprotein. Assuming random
association between wild type and mutant monomers, it is expected that at an
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equimolar ratio there will be 72.5% residual intectivity if one need an hamotrimeric
wild type complex to ensure correct functian. In tact, residual infectivity was found
to be under 10%. This could be due to an inhibitory etfect of mutant trimer on the
wild type, this point clearly deserve turther study. Previously, transdominant
negative mutants ot the viral glycoprotein were drastically aftected by abrogating
the cleavage site between gpl2O and gp4l while subtier changes, such as
truncating the intracytoplasmic domain, tailed ta praduce mutants that can
interfere with WT envelope function601, in contrast ta the mutants reparted here. It
should also be nated that there has been at least ane repart at trans
camplementatian, rather than trans-inhibition, resulting tram aligomerizatian
between active and inactive HIV-1 viral glycoprateins; in this case, hawever, anly
the ability at the heterotrimer ta promate celI fusion was tested611. Altogether, t
thus appears that the expressian af a mutant envelape glycopratein detective at
the level at the fusion pracess s Iikely ta intertere with the functian at the wild
type, at least as long as heteratrimers can be formed15’16’47’48’6264. t shauld be
stressed, however, that a true “daminant” effect shauld be claimed only when the
decreased of infectivity s signiticantly mare impartant than expect far a simple
“dilutian” of the wild type envelope glycapratein, as actually observed in the
present study.
In addition ta the fundamental interest in the study of viral assembly and
structure/function analysis of the viral glycaproteins in HIV-1 and other envelaped
viruses, further study of id642 and TM-HA, as well as that af ather trans-daminant
negative mutants blocked at different levels in virus entry, cauld well lead ta the
identification af interesting candidate in further therapy against HIV-1 infectian.
Expression af trans-dominant negative mutants of viral prateins, including the
glycaprotein or fragments at it, is actually ane strategy envisaged in “gene
therapy” against camplex viruses such as H IV-1 [651•
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Fig.1 : Synthesis and processing of envelope glycoproteins. The steady
state level and processing of the different virai envelope glycoproteins in
HEK293T oeils transiently transfected with piasmid expression vectors was
examined by immunobiotting, as described in Materiais and Methods, using the
goat anti-gpl6O from NIH Aids reagents program and anti-goat HRP-conjugated
as secondary antibody. Cane 1: Mock-transtected oeils, lane 2: wild type env
glycoprotein, lane 3: A1642 env mutant and lane 4: TM-HA ohimeric glycoprotein.
The positions of gpl6O precursor and mature gpl2O are indioated.
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Fig.2 Incorporation of mutant env glycoproteins to the virions. HeLa celis were
transfected with the proviral env- negative alone (lanel), the proviral construct
BHlOenv+ (Iane2), or co-transfected with BHlOenv- construct and expression
vector for the wild type env (Iane3), the A1642 env (Iane4), or the 1M-HA chimeric
protein env (Iane5). Celis co-transfected with the SV-CMV TAI and WT env
expressor were used as a negative control (Iane6). The ceils were metabolically
Iabeled with Trans35S-Label for 16 hours. Virions released into the supernatant
were pelleted through a 20% sucrose cushion, disrupted in RIPA buffer, and viral
proteins immunoprecipitated with HIV-1 patients serum before being analyzed on
a 1 0% SDS-PAGE followed by autoradiography.
200
180 kDa gpl6O •l8OkDa
l30kDa
______
gp120
_______
•l3OkDa
54 kDa Pr55
- 54 kDa
24 kDa
— —
24kDa
1 2 3 4 5 6 7
1) BHlOenv
2) BH1O env+
3) BH1O env- /pSVIIIenv WT
4) BH1O MAp1798/100
5) BH1O env- / pSVIIIenv 1M HAWT
6) BHlOenv- I pSVIIIenv A1642
7) pSVIIIenv W1 alone
201
Fig.3 : Effect of the different viral envelope glycoprotein mutants on virus
infectivity. HEK293T celis were co-transfected with BHlOenv- proviral construct
simultaneously with different ratios of expression vectors for wild type envelope
glycoprotein and i2I642 mutant (panel A) or wild type envelope glycoprotein and
TM-HA chimeric envelope glycoprotein (panel B), as indicated. Total amount of
viruses released was determined by measuring reverse transcriptase activity and
identical amounts were applied onto MAGI (P4-R5) cells for single-cycle intectivity
assay, as described in Materials and Methods. Numbers are the mean of at least
three independent experiments and two values for each virus with the value of the
wild type envelope considered as 1 00%; standard error was less than 5%.
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Fig.4 : Formation of oligomers between envelope glycoproteins. HEK293T ceils
were co-transfected with ditterent ratio of “wild type” M26-856 envelope
expression vector and A1642 envelope mutant, as described in Materials and
methods. The ceils were metaboiicaliy iabeied with Trans35S-Labei for 4 hours
and gentiy disrupted in CHAPS buffer to maintain intact the oligomeric
complexes. Oeils lysates were then subjected to immunoprecipitation using the
anti-gp4l MAb Chessie 8 hybridoma that only recognized the non-truncated
A1642 envelope glycoproteins. A similar experiment at the highest DNA
concentration is also presented for the TM-HA chimeric protein. The proteins
were analyzed by SDS-PAGE and autoradiography, the position ot the precursor
gpl6O, trom either £I642 or TM-HA, or the gpl4O from the wiid type 726-856,
are indicated.
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Fig.5 : Binding ot envelope glycoproteins ta CD4. HEK293T celis were
transfected with SV-CMV CD4 plasmid expression vector either alone (lane 2) or
with the ditterent envelope glycoproteins expression vectors for either wild type
(lane 3), LI642 (lane 4) or chimeric TM-HA (lane 5), as indicated. Ceils were
metabolically radiolabeled with Trans35S-Label for 4 hours using 5 mg/ml of BFA
during labeling ta prevent export ot proteins from the endoplasmic reticulum. Celis
were lyzed in RIPA butter and proteins were immunoprecipitated with either the
anti-CD4 0K14 monoclonal antibody (I) or the anti-envelope glycoprotein
polyclonal antibody (E), as indicated. Pull-down ot the envelope glycoproteins via
its interaction with CD4 was analyzed by SDS-PAGE and autoradiography.
Control includes immunoprecipitation with either antibody of cells singly
transtected with either the CD4 expression vector (lanes 1 and 2) or the wild type
envelope expression vector (lanes 6 and 7).
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Fig.6 : Efficiency of viral fusion/entry promoted by the envelope glycoproteins.
Viruses were produced by three-plasmid cotransfection 0f the envelope-negative
proviral DNA construct (BHlOenv-), pMM31O, a BIaM-Vpr fusion protein
expression vector, and the different indicated glycoprotein mutants. Amounts of
viruses to be used in infection were normalized using the reverse transcriptase
activity assay and Jurkat ceils were infected for 5 hours. Oeils were loaded with
the 13-lactamase-sensitive fluorochrome CCF2/AM and further incubated in order
to allow cleavage by the BIaM-Vpr fusion protein, as described in Material and
Methods. Analysis was performed by flow cytometry. Uncleaved substrate was
detected as green fluorescence and cleaved substrate was detected as blue
fluorescence. Percentages of positive (blue) cells, indicative of virus fusion and
entry, are indicated on the graphs.
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CHAPITRE 4:
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Objectifs de départ
Les travaux présentés dans cette thèse ont été effectués afin d’atteindre
deux objectifs bien précis. L’objectif principal visait à séparer les déterminants
moléculaires associés au ciblage polarisé du virus et à l’internalisation de la
gp4l, et ce en substituant les acides aminés flanquant la tyrosine impliquée dans
les deux processus. Quant au second objectif, il visait à déterminer l’importance
des domaines extracellulaire et transmembranaire de la gp4l dans l’infectivité du
VIH-1. Il est à noter que globalement les objectifs fixés ont été atteints et que les
résultats obtenus ont fait l’objet de deux articles présentés aux chapitres 2 et 3.
Dans cette section, les résultats obtenus seront discutés afin d’éclaircir et
de nuancer certains points et ce en référence avec la littérature. Il sera également
fait mention des travaux à réaliser afin de donner suite à ces deux projets.
Déterminants moléculaires responsables du transport intracellulaire
polarisé dans les cellules épithéliales et de l’internalisation de la
glycoprotéine présente à la surface cellulaire
Il a clairement été démontré que la tyrosine, proximale au domaine
transmembranaire, présente dans le domaine cytoplasmique de la gp4l est
responsable du ciblage polarisé de la particule virale, suite au ciblage de la
glycoprotéine au domaine basolatéral des cellules épithéliales polariséest248 249)
La tyrosine fait partie d’un motif qui est très conservé parmi différents isolats du
VIH-1. Ce dernier est également présent chez le VIS et chez d’autres rétrovirus
dont le domaine cytoplasmique est plus court que celui des lentivirus. Chez ces
rétrovirus, soit le HTLV-1 et le MuLV, il a été démontré que la tyrosine est
responsable du ciblage au domaine basolatéral dans les cellules épithéliales
polariséest247t, II a également été démontré que cette dernière joue un rôle dans
l’internalisation des glycoprotéines virales présentes à la surface des cellules,
suite à la formation de vésicules de clathrine recrutée par l’adaptine AP-2t28’ 31, 32,
107, 222) Jusqu’à maintenant, l’importance des séquences flanquant la tyrosine
responsable du ciblage polarisé de la glycoprotéine du VIH et de l’internalisation
de celle-ci par l’entremise des vésicules de clathrine était inconnue. Afin
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d’identifier les séquences responsables et essentielles à l’un où l’autre de ces
phénomènes, la stratégie consistait donc à substituer les acides aminés flanquant
la tyrosine par des alanines, puisque tel qu’énoncé précédemment la tyrosine
joue un rôle dans les deux phénomènes.
Nos études ont clairement mis en évidence l’importance de la glycine, en
position 71 1 du domaine cytoplasmique de la gp4l, qui précède la tyrosine. Les
résultats obtenus ont démontré que lorsque cette glycine est mutée en alanine
elle conserve le ciblage polarisé de la particule virale au domaine basolatéral des
cellules épithéliales polarisées MDCK et VeroClOO8 ensemencées sur
membrane semi-perméable. La présence de particules virales a pu être détectée
à l’aide d’un test ELISA. Ce dernier permettant de détecter la protéine p24,
composante majeure de la capside virale (Chapitre 2). Afin de déterminer si le
transport de la particule virale au domaine basolatéral est influencé par la
présence de la glycoprotéine au même domaine des cellules polarisées, nous
avons utilisé une lignée de cellules épithéliales polarisées, MDCK-T4/R4, pouvant
être infectées par le VIH-1. Cette lignée décrite dans l’article présenté en
appendice, a été développée dans notre laboratoire et elle exprime à la fois le
récepteur CD4 et le co-récepteur des chemokines CXCR4. Elle présente
l’avantage de produire une plus grande quantité de protéines virales que le
système d’expression transitoire des protéines suite à la lipofection des différents
vecteurs d’expression et des constructions d’ADN provirales. Bien que la lignée
de cellules MDCK soit la lignée de cellules épithéliales polarisées la plus utilisée
dans les études de polarisation, elle ne permet pas la propagation du VIH-1. Ceci
explique également la faible quantité de protéines obtenues avec le système
d’expression transitoire. À défaut d’être un système complètement
“physiologique’, la lignée MDCK-T4/R4 permet toutefois l’infection et la
propagation du virus. Le recours à cette lignée contourne donc aussi en partie la
critique reliée à l’utilisation des MDCK, cellules canines normalement non
susceptibles à l’infection par le VIH. Les expériences ont été réalisées par
immunofluorescence (IF) et elles ont permis de montrer la présence au domaine
basolatéral des glycoprotéines virales sauvage et mutée en position 711, chez les
cellules MDCK-T4/R4. Les mêmes études ont été réalisées avec les acides
aminés S713, P714, L715, 5716 , en aval de la tyrosine, qui ont également été
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mutés en alanines. Les résultats obtenus, à l’aide du test ELISA, ont montré que
le ciblage polarisé des particules virales est perdu lorsque ces acides aminés
sont mutés (Chapitre 2), ce qui avait d’ailleurs préalablement été observé pour le
mutant P714A. En effet des études antérieures, réalisées avec la glycoprotéine
mutée P714A, ont également démontré la perte du ciblage polarisé des particules
viralest2491. Quant aux études d’IF, elles montrent que les glycoprotéines
mutantes S713A, P714A et L715A sont présentes aux domaines apical et
basolatéral des cellules MDCK-T4/R4 (Chapitre 2). Ceci corrobore le tait que la
présence de la glycoprotéine aux domaines apical ou basolatéral entraîne la
relâche de la particule virale au même domaine. Cependant, il est à noter que les
résultats obtenus avec la glycoprotéine mutée en position 710 ont été plutôt
surprenants. En effet, il a été possible de constater qu’en présence de la mutation
Q71OA la particule virale est ciblée aux domaines apical et basolatéral des
cellules épithéliales polarisées MDCK et VeroClOO8, et ce bien que la
glycoprotéine soit ciblée au domaine basolatéral tel que démontré chez les
cellules MDCK-14/R4. Ceci est contraire à tout ce que nous avions observé avec
les rétrovirus jusqu’à maintenant.
Cependant, ce phénomène a déjà été observé auparavant avec le virus
influenza et le VSV. En effet, dans le cas du virus influenza, il semble que le
bourgeonnement de la particule virale au domaine apical des cellules MDCK ne
soit pas toujours pas influencé par le ciblage de la glycoprotéine HA à ce même
domaine. Il a été démontré que lorsque la glycoprotéine HA est mutée dans sa
portion cytoplasmique, de façon à entraîner le ciblage de cette dernière au
domaine basolatéral des cellules MDCK, ceci n’affecte pas le ciblage de la
particule qui se fait toujours au domaine apicalt2911. La même observation a pu
être faite dans le cas du VSV, reconnu cette fois pour bourgeonner au domaine
basolatéral des cellules polarisées. La glycoprotéine de ce virus possède un motif
à base de tyrosine dans sa partie cytoplasmique qui entraîne le ciblage de cette
dernière au domaine basolatéral des cellules polarisées. Cependant, lorsque la
glycoprotéine est modifiée de façon à être ciblée aux domaines apical et
basolatéral, le bourgeonnement de la particule virale se fait uniquement au
domaine basolatéralt494t. Il existe également un cas particulier où le ciblage de la
glycoprotéine sauvage se fait au domaine opposé à celui où se produit le
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bourgeonnement de la particule virale. En effet, dans le cas des filovirus Marburg
et Ebola, il est possible de constater que le ciblage de la glycoprotéine virale se
tait au domaine apical des cellules polarisées alors que la particule virale
bourgeonne au domaine basolatéralt378.
Interaction intracellulaire entre la protéine Gag et la glycoprotéine virale
Bien qu’il soit clairement démontré que la présence de la glycoprotéine
virale au domaine basolatéral des cellules épithéliales polarisées entraîne le
bourgeonnement de la particule virale à ce même domaine dans la majorité des
cas (nous reviendrons sur le mutant Q71OA plus loin)t247249 322), plusieurs
questions demeurent sans réponse en ce qui concerne l’interaction entre la
glycoprotéine virale et la particule virale et le compartiment ou domaine cellulaire
où pourrait se produire cette interaction. Cependant, il y a de plus en plus
d’arguments qui tendent à démontrer que cette interaction serait intracellulaire et
qu’elle serait spécifique. En effet, des études chez le VIS, réalisées avec une
glycoprotéine virale à laquelle un signal de rétention au réticulum endoplasmique
(RE) (K(X)KXX) a été ajouté au domaine cytoplasmique, ont montré que la
glycoprotéine est capable de rediriger la protéine Gag vers le RE. Il est à noter
que malgré tout l’assemblage de la particule virale se fait toujours à la membrane
plasmique et non à la membrane du RE, chez les cellules HeLa447. Ceci indique
donc que le simple fait que Gag interagisse avec la glycoprotéine à un
compartiment de la cellule ne semble pas suffisant pour que l’assemblage de la
particule virale se produise à ce même compartiment. De plus, des études
réalisées par ce même groupe ont également démontré que l’interaction entre la
glycoprotéine et Gag est perdue lorsque le domaine cytoplasmique de la
glycoprotéine est complètement tronqué et que les 18 premiers acides aminés du
domaine cytoplasmique doivent être présents afin d’assurer l’interaction, Il est
également important de noter que la substitution de la glycoprotéine du VIS par
celle du VIH-1 entraîne la perte de l’interaction entre cette dernière et l’extrémité
NH2 de la protéine Gag, ce qui suggère que l’interaction entre les deux protéines
est spécifiqu&447.
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Les mêmes conclusions s’appliquent pour la glycoprotéine du VIH-1
puisqu’il a été démontré que, malgré la présence d’un signal de rétention au RE
dans le domaine cytoplasmique de cette dernière, l’assemblage du virus ne se
fait pas pour autant à la membrane du RE mais bien à la membrane plasmique
(376) De plus, il est à noter que ces glycoprotéines ne sont pas incorporées à la
particule virale et cela entraîne la formation de particules virales défectivest335 376)
Suite à ces études plusieurs questions demeurent, par exemple t 1)
Sachant que la glycoprotéine et la protéine Gag peuvent interagir à l’intérieur de
la cellule, comment se fait-il que l’assemblage de la particule virale se produise à
la membrane plasmique? 2) Les études effectuées chez le VIS et le VIH-1 ont été
réalisées dans un modèle de cellules non-polarisées, est-ce qu’il y a également
interaction intracellulaire entre Gag et la glycoprotéine virale dans un modèle de
cellules épithéliales polarisées? 3) Qu’en est-il du ciblage de la particule virale
chez les cellules épithéliales polarisées lorsque le domaine cytoplasmique de la
gp4l est tronqué?
Assemblage de la particule virale aux MVBs vs à la membrane plasmique
Dernièrement plusieurs études ont permis de mieux identifier les
différentes étapes menant à l’assemblage et à la relâche de la particule virale du
VIH-1. Ces études ont permis d’établir que le site d’assemblage et de la relâche
de la particule dépend du type cellulaire utilisé. En effet, il a été démontré, chez
les macrophages, que la particule virale s’assemble au niveau de compartiments
intracellulaires nommés corps multivésiculaires (MVB5), d’où la particule virale
mature est relâchée par la voie des exosomest353. Cependant, chez les cellules
HeLa et les lymphocytes il semble que la particule assemblée soit de préférence
relâchée à la membrane plasmiquet312t. Ces études montrent également que
lorsque la protéine MA est mutée, soit dans son domaine basique (acides aminés
17 à 31) ou en position 84 à 88, l’assemblage de la particule virale est redirigé
vers les MVBs dans les cellules HeLa. Cependant, chez les macrophages ceci
n’influence en rien l’assemblage qui se fait toujours aux MVBs que la matrice soit
mutée ou sauvage. Ceci semble indiquer que Gag pourrait reconnaître deux
types de zones d’assemblage différentes, une à la membrane plasmique et une
215
seconde aux MVBs3121. Cependant, d’autres études ont démontré que lorsqu’une
grande partie de la séquence en acides aminés de la protéine MA est tronquée,
cette délétion entraîne une relocalisation de la protéine Gag au RE124, ce qui
suggère que la protéine MA pourrait exercer une certaine influence sur le ciblage
aux MVBs chez les macrophages. L’interaction entre Gag et la gp4l ciblée aux
MVBs est facilitée par la présence de deux acides aminés aromatiques, présents
en position Y802W803 du domaine cytoplasmique de cette dernière, qui sont
responsables du ciblage aux endosomes tardifs30.
En ce qui concerne l’assemblage de la particule virale relâchée à la
membrane plasmique, il semble qu’elle soit facilitée par la présence de la
protéine ubiquitine-ligase POSHt9. Chez les cellules HeLa et les lymphocytes
deux modèles ont été proposés pour expliquer l’interaction entre la protéine Gag
et la glycoprotéine, avant le ciblage de la particule virale à la membrane
plasmique. Le premier modèle implique l’interaction entre la protéine Gag
présente à la surface du Golgi et la glycoprotéine virale internalisée au Golgi
grâce à la présence d’un motif di-leucine présent dans le domaine cytoplasmique
(186, 466) Dans ce modèle, la présence de la protéine POSH facilite le transport du
complexe Gag-enveloppe9. Dans le second modèle, la protéine Gag présente à
la surface du Golgi serait transportée aux endosomes tardifs pour y interagir avec
la glycoprotéine virale, avant que la nouvelle particule soit ciblée à la membrane
plasmique. L’interaction entre les deux protéines serait favorisée par la présence
de la protéine POSH qui facilite la sortie de la protéine Gag du Golgi9.
Afin de mieux comprendre ce qui se passe au niveau de l’interaction entre
Gag et la glycoprotéine dans un modèle de cellules épithéliales polarisées, la
distribution de la capside virale intracellulaire en présence des différentes
glycoprotéines mutantes, décrites plus haut, a tout d’abord été vérifiée chez les
cellules MDCK-T4/R4. Le modèle de cellules épithéliales n’avait pas été étudié
dans ce contexte et présente certainement un intérêt particulier étant donné les
mécanismes complexes de transport et de ciblage des protéines dans ce modèle.
Il a été possible de constater qu’en présence des glycoprotéines virales, sauvage
et mutée en position G711 (G711A) la capside virale montre un marquage
ponctué en IF. Cependant, le contraire a été observé en présence des autres
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glycoprotéines dont les mutations entraînent une perte du ciblage polarisé à la
fois de la particule virale et de la glycoprotéine, puisqu’un marquage
intracellulaire diffus de la capside virale a été observé (Chapitre 2). La suite
logique consistait donc à vérifier si la glycoprotéine virale co-localise avec la
capside virale. Les données préliminaires observées en IF montrent que la
plupart des glycoprotéines mutantes ne semblent pas co-localiser avec la capside
virale à un compartiment spécifique. Cependant, il a été observé que les
glycoprotéines, sauvage et G711A, qui conservent le ciblage au domaine
basolatéral, semblent co-Iocaliser avec la capside à la membrane plasmique. Ces
résultats devront tout de même être confirmés. Afin de poursuivre la
caractérisation, il serait intéressant de déterminer quels sont les compartiments
où se retrouvent les deux protéines, en utilisant certains marqueurs spécifiques
tels : Rab7 associé aux endosomes tardifs, 1GN46 ou TGN38 associés au Golgi
et Rab5, Rabil, Rabl7 associés aux endosomes précoces présents aux
domaines apical et basoIatéral14. De plus, si la capside est présente au Golgi, il
serait également intéressant de déterminer si la protéine ubiquitine-ligase POSH
est présente chez les cellules épithéliales polarisées et si sa présence facilite la
sortie de Gag du Golgit9). De plus, s’il s’avère que les deux protéines co-Iocalisent
à la membrane plasmique il serait intéressant de déterminer si cette co
localisation se fait aux radeaux lipidiques. À la lumière des résultats obtenus il est
difficile d’affirmer que dans les cellules épithéliales polarisées, Gag et la
glycoprotéine virale interagissent à l’intérieur de la cellule, comme dans les
cellules HeLa et les lymphocytes où une interaction intracellulaire entre les deux
protéines a été observéet9.
Incorporation de la glycoprotéine à la particule virale
Il est bien connu que, pour qu’une particule virale soit infectieuse, la
glycoprotéine virale doit être incorporée à cette dernière lors de la relâche virale.
Il a clairement été démontré que la protéine MA interagit de façon spécifique avec
le long domaine cytoplasmique de la gp4l du VIH-1 afin de permettre
l’incorporation de la glycoprotéine virale au virion. li semble que lorsque la
majorité du domaine cytoplasmique de la gp4l est tronqué, pour ne laisser que
les huit premiers acides aminés à l’extrémité NH2 (gp4lCTdell44), la
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glycoprotéine est incorporée au virion, indépendamment du tait que la protéine
MA soit sauvage ou mutée. Ces résultats laissent supposer que l’interaction
spécitique normalement requise, entre la gp41 et la protéine MA, pour
l’incorporation de la glycoprotéine au virion n’est pas essentieII&250. D’autres
études ont également démontré que chez certains types cellulaires, dont les
cellules Jurkat et les macrophages, le domaine cytoplasmique complet de la gp4l
est requis pour l’incorporation de la glycoprotéine virale et l’infectivité de la
particule virai&295. Ce genre d’études n’a jamais été réalisé dans un modèle de
cellules épithéliales polarisées puisque ces cellules ne possèdent ni le récepteur
CD4 ni les dittérents co-récepteurs qui permettent la propagation du VIH-1. li
serait donc intéressant d’ettectuer le même genre d’études avec la lignée de
MCDK-T4/R4 en utilisant la construction gp4lCTdeIl44. Cependant, il taudrait
tout d’abord s’assurer que l’incorporation de la glycoprotéine ainsi que l’intectivité
du virion sont maintenues dans ce type cellulaire. L’avantage que présente cette
construction est qu’elle conserve les acides aminés 706 à 712 du domaine
cytoplasmique tout en éliminant le domaine carboxy-terminal, ce qui augmenterait
sans doute l’effet des substitutions d’acides aminés sur le motif YXXL. II serait
donc possible d’étudier à la fois le ciblage polarisé et l’internalisation de la
glycoprotéine dépendante de l’adaptine AP-2 en mutant individuellement les
acides aminés G711 et Y712 dans la construction gp4lCTdell44. Ceci
permettrait de déterminer, selon les glycoprotéines mutantes utilisées, si Gag et
la glycoprotéine virale interagissent toujours à l’intérieur de la cellule et ce
préalablement au ciblage aux domaines apical et basolatéral. Il serait également
possible de véritier si la glycoprotéine virale et le virion sont toujours ciblés au
domaine basolatéral de la cellule même lorsque le domaine cytoplasmique est
tronqué, ceci pourrait clarifier la présence ou l’absence d’autres déterminants de
ciblage basolatéral ailleurs dans le domaine cytoplasmique.
Infectivité et pathogenèse
L’importance du motif à base de tyrosine dans l’intectivité du VIH demeure
controversée. En effet, des études réalisées dans notre laboratoire ont démontré
que les différentes protéines accessoires présentes chez le VIH-1 ne semblent
pas influencer l’infectivité lorsque la tyrosine est présente, que ce soit en
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présence ou non de la protéine Neft57. Ces résultats ont par la suite été remis en
question par le groupe de Day en 2004. En effet, ce groupe a démontré que
lorsque la tyrosine est mutée, l’infectivité du virus diminue de façon significative et
ce que la protéine Nef soit présente ou nont93). La différence dans les résultats
obtenus par ces deux groupes peut s’expliquer par la technique de quantification
des virus présents dans les échantillons (RI versus p24). En ce qui concerne les
cinétiques de réplication virale, selon le groupe de Day, il semble que lorsque la
tyrosine est mutée les niveaux de virus obtenus sont plus faibles et que cet effet
serait encore plus marqué en l’absence de la protéine Nef. De plus, les niveaux
de virus obtenus lors des cinétiques de réplication seraient différents selon les
types de cellules utilisést93. En effet, bien que tout comme eux je note une
diminution du nombre de cellules bleues en présence du mutant Y712S, lors des
tests d’infectivité MAGI, je n’observe aucune différence significative de
propagation virale lors des cinétiques de réplication que j’ai effectuées dans les
cellules Jurkat en l’absence de la protéine Nef (Chapitre 2). De plus, il semble
que, contrairement au groupe de Day, le nombre de syncytia observés lors de la
propagation est plus élevé en présence des virus dont la glycoprotéine est mutée
en position Y712 ou en position G711, ceci étant sans doute une conséquence
de l’augmentation de la glycoprotéine à la surface des cellules suite à la perte du
signal d’internalisation; ces données n’ont cependant pas été incluses dans la
thèse. Afin de clarifier l’implication de la tyrosine dans l’infectivité du VIH-1, il
serait utile de refaire le même type d’expériences que le groupe de Day et ce
avec les mêmes lignées de cellules et les mêmes provirus.
L’adaptation d’un virus lui permettant de se multiplier ou de se propager
de manière optimale chez son hôte dans des conditions spécifiques est définie
sous le terme de “viral fitness”110. Dans certains cas, il a été démontré qu’un
virus pouvant se multiplier normalement peut être désavantagé lorsqu’en
compétition avec un autre virus plus performant ou mieux adapté. Des résultats
non présentés par le groupe de James Hoxiet143 ont indiqué qu’un virus VIS
altéré dans le motif YXXL était rapidement éliminé lorsque mis en compétition
avec un virus de type sauvage. Ce type d’expériences a déjà été réalisé dans
notre laboratoire avec le virus MuLV. Les résultats obtenus n’ont jamais été
publiés mais ils semblent démontrer un phénomène semblable. Ces résultats
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suggèrent que la tyrosine doit être conservée afin de permettre une intectivité
maximale. Il serait intéressant de répéter ce type d’expériences avec nos
différents virus mutants afin d’établir si le phénomène d’internalisation ou de
polarisation peut être responsable d’un désavantage sélectif chez le VIH-1.
Le ciblage polarisé d’un virus peut influencer sa pathogenèse et sa
propagation intercellulaire. L’exemple qui illustre le mieux ce phénomène est
sans aucun doute celui du virus Sendai, qui normalement bourgeonne au
domaine apical des cellules polarisées. En effet, lorsque le ciblage de ce virus est
modifié, la pneumonie normalement engendrée lorsque le virus bourgeonne au
domaine apical se transforme en infection systémique chez la souris, bien que le
virus recueilli soit atténu&422. li a également été démontré que lorsque le motif
tyrosine est intact cela favorise la transmission des virus HTLV et VIH d’une
cellule infectée à une autre cellule non-infectée qui entre en contact avec ell&100’
107) Ce phénomène pourrait être encore plus important lors de la transmission
sexuelle (mucosale) du virus, où il peut y avoir interaction entre une cellule
épithéliale non infectée et une cellule infectée provenant de liquides biologiques
(sperme, sécrétions vaginales) ou, réciproquement, entre une cellule épithéliale
nouvellement infectée et un lymphocyte ou un macrophage présent du côté
basolatéralt336.
L’influence de la glycine et de la tyrosine sur la pathogenèse du rétrovirus
VIS a précédemment été démontrée. En effet, des études réalisées chez les
macaques avec le VlSmac239 (virus ayant la particularité de posséder un codon
stop qui empêche l’expression de la protéine Nef) ont démontré que la
pathogénicité du virus est atténuée lorsque la tyrosine est substituée ou que la
glycine et la tyrosine sont délétées. Chez les macaques qui ont tout de même
développé la maladie, il a été possible d’observer une réversion de la mutation de
la tyrosine alors que des mutations compensatoires dans le domaine
cytoplasmique de la gp4l ont été observées suite à la délétion de la glycine et de
la tyrosine143. Il a également été possible de constater la réversion du codon
stop, ce qui a ainsi permis l’expression de la protéine Nef chez tous les
macaques inoculés avec le virus. Ces différentes réversions indiquent que, tout
comme la protéine Nef, les acides aminés glycine et tyrosine présents dans la
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glycoprotéine jouent tous les deux un rôle important au niveau de la propagation
du virus chez l’animal. Le même genre d’études a été réalisé chez la souris avec
le virus MuLV. Ces études ont permis de constater, contrairement aux études
réalisées chez les macaques, que le tait de substituer la tyrosine n’a pas atténué
la pathogénicité mais a plutôt entraîné un changement dans le type de
pathologie, puisque des organes supplémentaires ont été infectés chez les souris
inoculées avec le virus mutant. De plus, suite à la mutation du codon tyrosine,
aucune réversion apparente n’a été observée durant l’intection89. Ceci pourrait
s’expliquer par le tait que la tyrosine est impliquée uniquement dans le ciblage
polarisé du virus et non dans l’internalisation comme pour le VlH-1t89. En effet,
chez le MLV, la glycoprotéine possède un peptide R qui est clivé par la protéase
virale suite à l’incorporation de la glycoprotéine à la particule virale. Ce clivage
permet la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane cellulaire. Cependant,
avant son incorporation, la glycoprotéine présente à la surface des cellules n’est
pas fusogéniqu&158. Elle entraîne donc moins d’effets cytopathiques que la
glycoprotéine du VIH-1, ce qui explique possiblement le fait que l’internalisation
ne soit pas nécessaire dans ce cas. Ceci pourrait aussi expliquer que la pression
exercée sur le maintien de la tyrosine soit moins grande chez le MLV qu’elle ne
l’est chez le VIH-1.
Afin de mieux comprendre l’importance des phénomènes de polarisation
et d’internalisation dans la pathogenèse des rétrovirus, il serait intéressant
d’utiliser le modèle murin qui est plus accessible que le modèle simien. Il a été
démontré que, bien que le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine des
rétrovirus murins soit plus courts que celui du VIH-1, il possède un motif à base
de tyrosinet247. Toutefois, tel que mentionné dans le paragraphe précédent, ce
dernier est responsable uniquement du ciblage polarisé du virus et non de
l’internalisation de la glycoprotéine présente à la surface des cellulest89. Chez le
rétrovirus murin MuLV, l’acide aminé qui précède la tyrosine du motif est une
glutamine et non une glycine, ce qui constitue une différence majeure avec la
séquence en acides aminés de la gp4l. Il faudrait donc tout d’abord déterminer le
rôle joué par la glutamine et voir ce que sa substitution par la glycine provoque
comme changement. Il serait intéressant de vérifier si l’absence d’internalisation
de la glycoprotéine ne pourrait pas être attribuée à la glutamine et être récupérée
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suite à la substitution de cette dernière par la glycine. Il serait également possible
d’envisager l’immunisation génétique avec un plasmide contenant la
glycoprotéine mutante G711A chez la souris afin de vérifier si la réponse
immunitaire engendrée est aussi efficace que celle engendrée par la
glycoprotéine mutante Y712St48. En effet, il a été démontré que lorsque les
souris sont immunisées avec un vecteur exprimant une glycoprotéine dont la
tyrosine est substituée, la réponse immunitaire, autant cellulaire qu’humorale, est
meilleure que lorsqu’elles sont immunisées avec la glycoprotéine sauvaget48.
Internalisation de la glycoprotéine présente à la surface des cellules
Le second volet du premier objectif visait à vérifier l’internalisation des
différentes glycoprotéines mutantes. Dans ce but, nous avons mesuré les
niveaux de glycoprotéines présentes à la surface des cellules à l’aide de la
cytométrie en flux (FACS). Il est à noter que les niveaux de glycoprotéines ont
tout d’abord été mesurés dans les cellules HEK293T, qui ne permettent pas la
propagation du virus, et où uniquement les différentes glycoprotéines étaient
exprimées. Par la suite, certains mutants ont été clonés dans la construction
d’ADN proviral HXBH1O (vpr-, nef-) et les niveaux de glycoprotéines ont été
mesurés à la surface des lymphocytes Jurkat CD4, qui permettent la
propagation du virus.
À la lumière des résultats obtenus il a été possible de constater, chez les
cellules HEK2931, que les glycoprotéines mutées à la position G71 1 et à la
position Y712 semblent s’accumuler à la surface des cellules, puisque les
niveaux de gpl2O détectés sont plus élevés que ceux détectés avec la
glycoprotéine sauvage. Ceci suggère donc que les glycoprotéines mutantes
G711A et Y712S ne sont plus internalisées aussi efficacement que la
glycoprotéine sauvage. En ce qui concerne les autres glycoprotéines mutantes;
Q71OA, 5713A, P714A et L715A les niveaux obtenus à la surface des cellules
étaient similaires au niveau obtenu pour la glycoprotéine sauvage (Chapitre 2).
Dans le cas des glycoprotéines mutantes G711A et Y712S, les résultats
obtenus dans les cellules Jurkat CD4 diffèrent de ceux obtenus dans les cellules
.yy,
HEK293f. En effet, bien qu’il soit possible d’observer une légère accumulation de
la glycoprotéine mutée en position G71 1, les niveaux de gpl 20 obtenus pour les
glycoprotéines mutantes sont similaires au niveau obtenu pour la glycoprotéine
sauvage. Ceci semble indiquer que les mutations G711A et Y712S n’affectent
pas l’internalisation des glycoprotéines chez les cellules Jurkat CD4. Ces
résultats diffèrent de ceux préalablement obtenus dans notre laboratoire et qui
montraient que la mutation Y712S entraînait une accumulation de la
glycoprotéine à la surface des cellules Jurkat CD4°7. La gpl2O se lie à la gp4l
grâce à un lien non-covalent19’ 481) ce qui implique que la gpl2O, présente à la
surface de la cellule, peut se détacher facilement. Afin de s’assurer que les
différences entre les résultats obtenus n’étaient pas tout simplement dues à la
faible affinité des deux protéines, la présence de la gpl2O dans les surnageants a
été quantifiée. Il a été impossible de détecter des niveaux suffisants de gpl2O
dans les différents surnageants qui pourraient expliquer les résultats obtenus.
Ces résultats de relâche de la gpl2O n’ont pas été inclus dans la thèse. Bien que
des différences aient pu être observées, nous devons garder à l’esprit que e test
utilisé ne mesure pas l’internalisation directe des protéines mais bien
l’accumulation de ces dernières à la surface de la cellule. Ceci implique que nous
devons donc demeurer prudent dans l’interprétation des résultats et qu’il serait
important de mettre au point un test permettant de mesurer l’internalisation des
protéines présentes à la surface des cellules.
Il a également été rapporté que la présence de la capside virale pourrait
réduire l’internalisation de la glycoprotéine présente à la surface des cellules
infectées comparativement à la situation observée lorsque la glycoprotéine est
seule2. Bien que cela n’explique pas totalement la différence entre mes
résultats et ceux obtenus précédemment°7, puisque dans les deux cas la
capside était présente, cela doit quand même être pris en considération. De plus,
la construction d’ADN proviral utilisée dans les expériences précédentes°7
n’exprimait pas la protéine vpu, dont la présence facilite la relâche de la particule
viralet215 390), ce qui a peut-être influencé le niveau de glycoprotéines présentes à
la surface des cellules infectées. Cependant, il est à noter que ce type
d’expériences a été repris avec le mutant Y712S, cloné dans la construction
proviral HXBc2 (vpu-, vpr- et nef-), et qu’aucune différence entre les niveaux de
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surface des glycoprotéines sauvage et mutée en position Y712 n’a pu être
observée (résultats non présentés). Le phénomène d’internalisation des
glycoprotéines en présence de la capside virale demeure donc un point à
éclaircir, lI est possible que des différences dans l’efficacité de transport à la
surface, incorporation à la particule ou autres, puissent expliquer les différences
observées. En effet, des différences importantes entre les clones ou stocks de
cellules Jurkat ont déjà été rapportéest56 et pourraient expliquer ces différences.
Il serait donc pertinent d’examiner différents types cellulaires dans l’avenir.
li est important de mentionner que les résultats que nous avons obtenus
dans un contexte de sur-expression, en utilisant les cellules HEK293T, ont permis
de mettre en évidence l’importance de la glycine en position 711 du domaine
cytoplasmique de la gp4l dans l’internalisation des glycoprotéines. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par le groupe de Boge qui a démontré que la glycine
en position 711 est impliquée dans l’internalisation des glycoprotéines présentes
à la surface des cellules et ce au même titre que la tyrosine en position 712 du
domaine cytoplasmique de la gp4l. Ces résultats ont été obtenus à l’aide d’une
cinétique d’internalisation impliquant un test biochimique permettant de mesurer
l’internalisation des glycoprotéines de façon plus directe. Ce groupe a également
démontré, à l’aide de peptides synthétiques, que la sous-unité i2 de l’adaptine
AP-2 impliquée dans l’internalisation peut se lier à la fois avec la glycine 711 et la
tyrosine 712 du domaine cytoplasmique de la gp4l. En plus de leurs études
réalisées in vitro, ce groupe a également démontré, chez les cellules infectées,
une interaction in vivo entre la glycoprotéine d’enveloppe et l’adaptine AP-23. Il
serait donc intéressant de vérifier si cette interaction est perdue en présence de
nos glycoprotéines mutantes G711A et Y712S. Ceci permettrait peut-être de
mieux comprendre les résultats obtenus en présence de la capside virale.
En comparant plusieurs séquences en acides aminés de la gp4l il a été
possible de noter que la glycine en position 711, tout comme les autres acides
aminés du motif YXXL, est très conservée parmi les différentes clades du VIH-1
et certains isolats du VlSt233. Il est à noter que le seul acide aminé qui varie d’une
clade à l’autre dans cette région est la glutamine en position 710(233). Cette
observation a également été vérifiée grâce à l’extraction de l’ARN de différents
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échantillons de sang prélevés chez des participants de cohortes de patients, qui
regroupe des utilisateurs de drogues injectables (UDI) et des hommes ayant des
relations sexuelles avec d’autres hommes (MSM). Bien que ces résultats n’aient
pas encore été publiés ils ont démontré que la glycine en position 71 1 ainsi que
le motif à base de tyrosine sont très conservés. Ces études ont également mis en
évidence le tait que, selon les échantillons, l’acide aminé glutamine (Q) en
position 710 n’est pas toujours conservé dans le cas de transmission du virus par
voie sexuelle (mucosale). Bien qu’il soit difficile d’interpréter si cette différence est
significative, en raison du nombre insuffisant d’échantillons testés, il est tout de
même intéressant de constater que le seul acide aminé non-conservé est
également celui qui n’affecte apparemment ni l’internalisation ni le ciblage
basolatéral de la glycoprotéine et qui présente une dissociation entre le transport
polarisé de la glycoprotéine et le bourgeonnement viral polarisé. Bien que
beaucoup de travail reste à taire, ceci pourrait indiquer que la conservation de
linternalisation et du bourgeonnement polarisé des virus infectieux est cruciale,
ce qui serait sans doute le cas même en substituant Q710, mais que la
polarisation de la relâche des particules virales totales ne lest pas.
Importance des domaines extracellulaire et transmembranaire de la gp4l
dans l’infectivité du VIH-1
En plus de son rôle dans le ciblage polarisé du virus, la gp4l est
impliquée dans les étapes plus précoces de l’infection. Elle permet la fusion entre
l’enveloppe bilipidique virale et la membrane cellulaire, ce qui permet l’entrée du
virust469. De nombreuses études ont démontré l’importance de l’ectodomaine de
la gp4l dans le processus de fusion viralet196 211, 246, 253, 457) cependant le rôle joué
par le domaine transmembranaire au niveau de l’infectivité demeure un sujet
controversé287’ 47fl• Des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire ont
permis d’établir qu’une délétion de l’isoleucine en position 642 de l’ectodomaine
(mutant A1642) ou la substitution du domaine transmembranaire de la gp4l par
celui de la protéine hémagglutinine (HA) du virus influenza (mutant 1M-HA),
enrayent tous deux l’infectivité.
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Afin de déterminer les raisons menant à cette perte d’infectivité, les
glycoprotéines mutantes A1642 et TM-HA ont été caractérisées et la plupart des
résultats obtenus ont été présentés au chapitre 3 de cette thèse. Ces études ont
démontré, dans le cas du mutant Al642, que la perte d’infectivité est due à la
perte de maturation du précurseur de la glycoprotéine, la gpl6O, ce qui ne
semble pas être le cas pour la protéine chimérique TM-HA puisqu’il est possible
de détecter la gpl2O par immunobuvardage. Après s’être assuré que la perte
d’infectivité observée n’était pas tout simplement due à un défaut d’incorporation
de la glycoprotéine à la particule virale, la capacité de liaison intracellulaire à la
protéine CD4 a été testée pour les deux glycoprotéines mutantes. Il est bien
connu que la gpl 60 lie la protéine CD4 qui est présente au REt117t. Afin de vérifier
l’interaction entre les différentes glycoprotéines mutantes et la protéine CD4, les
protéines ont été retenues artificiellement au RE grâce à l’ajout de brefeldin A, un
agent reconnu pour affecter la structure du Golgi et maintenir de cette façon les
protéines au REt142t. C’est ce qui a permis de constater que l’interaction est
maintenue entre la protéine CD4 et les glycoprotéines mutantes A1642 et TM-HA
(Chapitre 3).
Certains auteurs ont suggéré que la liaison intracellulaire entre la protéine
CD4 et diverses glycoprotéines mutantes du VIH pourrait ne pas être une
indication absolue que la liaison entre les deux protéines à la surface de la cellule
est maintenuet270t. En effet, il semble que certaines mutations des acides aminés
de la gpl 20 ou de la gp4l empêchent la liaison entre les glycoprotéines mutantes
et la protéine CD4 à la surface de la cellule, mais qu’elles ne nuisent en rien à la
liaison intracellulaire entre ces dernièrest270 427) Nous avons donc décidé de
vérifier si la perte d’infectivité en présence des glycoprotéines mutantes A1642 et
TM-HA pouvait être due à une perte de fusion entre l’enveloppe virale et la
membrane de la cellule. Pour ce faire, nous avons vérifié l’entrée du virus à l’aide
d’un test impliquant l’utilisation d’un vecteur exprimant la protéine vpr fusionnée à
la 13-lactamase, permettant ainsi d’examiner de manière plus directe la fusion
entre les particules virales et les cellules ciblest53 431) Dans ce cas, il a été
possible d’observer que les particules virales qui ont incorporé les glycoprotéines
mutantes A1642 et 1M-HA ne peuvent entrer dans la cellule, ce qui indique que
les étapes précoces impliquant la fusion entre les deux membranes sont inhibées
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(Chapitre 3). Il serait tout de même pertinent de s’assurer que les glycoprotéines
mutantes Al642 et TM-HA interagissent avec la protéine CD4 à la surface de la
cellule. Pour ce faire, les cellules exprimant les différentes glycoprotéines
mutantes et sauvage pourraient être incubées avec des quantités croissantes de
CD4 soluble et la liaison entre la protéine CD4 et les glycoprotéines pourrait être
observée à l’aide du FACS.
Afin de déterminer si la perte du clivage de la glycoprotéine mutante
Al642 était due simplement au fait qu’elle ne passe pas par le Golgi, où elle est
normalement clivée par les convertases, un traitement de déglycosylation à l’aide
de l’endoglycosidase H (Endo H) a été effectué. Ce traitement permet de digérer
les sucres moins complexes des glycoprotéines présentes au RE. Si la protéine a
transité par le Golgi elle devient résistante à cette digestion puisqu’elle est
maintenant formée de sucres complexes (N-glycans)t260. Il est donc possible de
savoir, en comparant les fractions sensible et résistante à l’Endo H, si la
glycoprotéine a transité ou non par le Golgi. Il a été difficile de visualiser une
fraction résistante à l’Endo H, ce qui n’est pas vraiment étonnant, puisque la
majorité des glycoprotéines synthétisées sont retenues dans le REt473. Puisque
les études de déglycosylation n’ont pas été concluantes nous avons vérifié, à
l’aide de différents anticorps conformationnels, si la perte du clivage ne pouvait
pas être due à un changement de conformation de la glycoprotéine qui
masquerait le site de clivage reconnu par la furine ou les convertases. Aucun des
anticorps utilisés n’a permis de détecter un changement de conformation pouvant
expliquer la perte de maturation. Il serait donc intéressant de vérifier, par IF, si la
glycoprotéine mutante £l642 passe par le Golgi, en utilisant des anticorps dirigés
contre des marqueurs ou des protéines spécifiques au Golgi tels le TGN38 ou le
TGN46, ou si elle demeure au RE, en utilisant un anticorps dirigé contre la
calréticulinet283.
La perte d’infectivité qui se produit suite à des mutations dans
‘ectodomaine est un phénomène bien répertoriét29 58, 211, 253, 457, 468, 469)
Cependant, les résultats faisant état de l’effet produit par la substitution du 1M de
la gp4l sur l’infectivité demeurent controversés. En effet, il est mentionné dans la
littérature qu’il est possible de substituer le domaine TM de la gp4l par celui de la
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protéine CD22 ou par celui de la protéine CD4 sans perturber ni l’incorporation de
la glycoprotéine ni l’infectivité du virust47. Ces résultats ont cependant été remis
en question puisqu’il a été démontré que la substitution du domaine
transmembranaire de la gp4l par celui de la protéine G du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) ou par celui de la protéine cellulaire glycophorine A empêche la
fusion et inhibe l’infectivité du virus, et ce même en présence d’une glycoprotéine
maturet287. Nos résultats obtenus avec la glycoprotéine chimérique TM-HA
corroborent les résultats obtenus par ce dernier groupe (Chapitre 3).
La glycoprotéine virale du VIH-1 s’associe dans le RE sous forme d’un
trimère. Ce dernier est composé de trois molécules de gpl2O et de trois
molécules de gp4l présentes à la surface de la particule viralet119. Suite à la
liaison de la gpl 20 au récepteur CD4 et aux différents co-récepteurs, il se produit
un changement de conformation de la glycoprotéine qui permet la fusion de
l’enveloppe virale à la membrane cellulaire, par l’entremise de l’ectodomaine de
la gp4159’ 87, 463, 470)• Il a également été démontré qu’il y a entre sept et 14 trimères
par virion et il semble qu’un seul de ces trimères soit nécessaire à l’infection de la
cellulet66 484), Il est connu que l’infectivité du VIH-1 peut être inhibée en présence
d’un mutant trans-dominant négatif de la glycoprotéine, qui empêche la
maturation de cette dernière et qui forme un hétéro-oligomère avec la
glycoprotéine sauvaget194. Ceci semble être le cas de la glycoprotéine mutante
£l642 pour laquelle il est possible d’observer une inhibition de l’infection de plus
de 90% par rapport à celle observée pour la glycoprotéine sauvage, lorsqu’un
rapport 1:1 entre les glycoprotéines est respecté (Chapitre 3). lI a été démontré,
dans le cas de la protéine G du VSV, que lorsque la taille en acide aminé du
domaine transmembranaire varie cela peut inhiber la fusion76. Bien que cette
observation soit à prendre en considération, puisque dans nos études nous
avons substitué le domaine transmembranaire de la gp4l par un domaine plus
long de trois acides aminés, cela n’explique pas tout si on fait référence aux
études réalisées avec la protéine CD22 et CD4t471. Il serait donc intéressant de
comparer les domaines transmembranaires des protéines gp4l, VSV-G, CD22,
CD4 et HA afin de déterminer si le patron d’hydrophobicité entraîne un
changement quelconque dans la structure secondaire des protéines, qui pourrait
expliquer les résultats obtenus.
CHAPITRE 5:
CONCLUSIONS ET CONTRIBUTIONS
MAJEURES
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Le travail présenté dans cette thèse a permis de mettre en évidence les
déterminants moléculaires, présents dans le domaine cytoplasmique de la gp4l,
qui sont responsables du ciblage polarisé du virus et de l’internalisation de la
glycoprotéine présente à la surface de la cellule (Figure 17A). De plus, il a
également été possible d’obtenir des mutants “trans-dominants négatifs” inhibant
l’infectivité du virus, par substitution d’acides aminés présents dans les domaines
extracellulaire ou transmembranaire de la gp4l (Figure 1 7B).
Voici en quelques points le résumé des contributions majeures de ce travail
1) Identification des acides aminés impliqués dans le ciblage polarisé
du virus vs ceux impliqués dans l’internalisation de la glycoprotéine
présente à la surface des cellules. Ces études ont mis en évidence que
lorsque la glycine, en position 71 1 du domaine cytoplasmique de la gp4l,
est remplacée par une alanine le virus et la glycoprotéine virale sont
toujours ciblés au domaine basolatéral des cellules épithéliales
polarisées. Cependant, cette substitution entraîne l’accumulation de la
glycoprotéine à la surface des cellules. De plus, ces études ont montré
que lorsque les acides aminés situés en aval de la tyrosine 712 sont
mutés par une alanine (S713A, P714A et L715A), le ciblage polarisé du
virus et de la glycoprotéine virale au domaine basolatéral est perdu.
Cependant, l’internalisation de ces glycoprotéines mutées est maintenue.
Les signaux de ciblage polarisé et d’internalisation, tous deux dépendants
de la tyrosine, peuvent donc être séparés par substitution d’acides aminés
flanquant la tyrosine.
2) Démonstration que le ciblage au domaine basolatéral des cellules
épithéliales polarisées influence la distribution de la p24
intracellulaire. Les résultats obtenus, suite aux expériences réalisées
dans les cellules MCDK-T4/R4, ont démontré que pour les glycoprotéines
sauvage et G71 1 A, la protéine p24 présente un patron de fluorescence
ponctué alors qu’en présence des glycoprotéines Y712S, S713A, P714A
et L71 5A le patron de fluorescence de la protéine p24 est diffus dans les
cellules.
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Schéma récapitulatif représentant les domaines de la gp4l ainsi que les positions
et fonctions des acides aminés étudiés qui sont impliqués dans le ciblage polarisé
du virus et de la glycoprotéine ainsi que dans l’internalisation de cette dernière
(A). Mutation et substitution qui ont mené à l’identification de mutants trans
dominants négatifs responsables de la perte de l’infectivité du VIH-1 (B).
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A gp4l
510 684 705 856
I I I I
Ectodomaine 1M Cytoplasmique
708
_L
718
Val Arg Gin Giy Tyr Set Pto Leu Ser Phe GIn
Ala Ala Ala Ala Set Aia Aia Aia Ala Aia Aia
G71 lA : Perte de l’internahsation de la giycoprotéine présente à la surface des cellules
Conserve le bourgeonnement basolatéral de ia glycoprotéine et du virus chez les
ceiluies épithéliales polarisées
Y71 25 : Perte de i’internalisation de ia glycoprotéine présente à la surface des cetuies et du
bourgeonnement polarisé de ia glycoprotéine et du virus
S71 3A, P71 4A, L71 5A et S71 6A : Conservent internaiisation de la giycoprotéine présente à ia
surface des cellules
Perte du bourgeonnement poiarisé de la glycoprotéine et
du virus
B Mutants trans-dominants négatifs de la gp4l
Mutant l642
510 684 705 856
I I I I
Ectodomaine TM Cvtoølasmiaue
I642
Mutant TM-HA
510 684 705 856
I I I
Ectodomaine TM-HA Cytoplasmique
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3) Démonstration que le ciblage polarisé du virus est perdu en
présence de la glycoprotéine Q71OA, ciblée au domaine basolatéral
des cellules épithéliales polarisées. Il a également été démontré, suite
aux expériences réalisées dans les cellules MDCK et Vero, qu’en
présence de la glycoprotéine Q71OA le virus bourgeonne aux domaines
apical et basolatéral des cellules polarisées et ce même si la
glycoprotéine est ciblée au domaine basolatéral des cellules polarisées
M DCK-14/R4.
4) Démonstration de l’effet trans-dominant négatif de la glycoprotéine
suite à la délétion d’une isoleucine dans l’ectodomaine de la gp4l. Il
a été démontré que la délétion de l’isoleucine, en position 642 de
l’ectodomaine de la gp4l, empêche la maturation de la gpl2O ce qui
entraîne une perte de l’infectivité du virus. Il a également été montré que
la fusion en présence de la glycoprotéine mutante (Al642) est inhibée et
que la perte d’infectivité est due à la formation d’un hétéro-oligomère
entre les glycoprotéine mutante et sauvage.
5) Démonstration de l’importance du domaine transmembranaire de la
gp4l et de son effet trans-dominant négatif sur I’infectivité du VIH-1.
Il a été démontré que la substitution du domaine transmembranaire de la
gp4l, par celui de la protéine HA, n’affecte ni la maturation ni
l’incorporation de la glycoprotéine mais qu’elle inhibe l’infectivité du virus
suite à la perte de fusion entre l’enveloppe virale et la membrane
cellulaire. La glycoprotéine chimérique 1M-HA semble également agir
comme mutant trans-dominant négatif sur l’intectivité, suite à la formation
d’un hétéro-oligomère avec la glycoprotéine sauvage.
J’ai également eu l’opportunité de collaborer à une autre étude
CD4/CXCR4 co-expression allows productive human immunodeficiency virus
type 1 infection in canine kidney MDCK cells : effect cf Vpu and Nef in polarized
epithelial cells. Guillermo Cervantes-Acosta, Mélanie Welman, Frédéric Freund,
Éric A. Cohen and Guy Lemay. 2005 (papier soumis). Cet article a permis
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d’obtenir et de caractériser la lignée de cellules MDCK exprimant CD4 et CXCR4
et infectable par le VIH. Cette lignée a par la suite été utilisée pour certaines des
études présentées au chapitre 2.
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CHAPITREZ:
APPENDICE 7
Le but de ce travail visait à développer une lignée de cellules épithéliales pouvant
être infectées par le VIH-1. Au cours de ce travail j’ai contribué aux expériences
dont les résultats sont présentés à la figure 2 de l’article. Cet article a été publié
dans le journal Virus Research.
300
CD4/CXCR4 co-expressïon allows productive
HIV-1 infection in canine kïdney MDCK ceils
Guillermo Cervantes-Acosta1, Mélanie Welman, Frédéric Freund, Érïc
A. Cohen, Guy Lemay*
Département de Microbiologie et Immunologie, Université de Montréal, P0.
Box 6128, Station centre-ville, Montréal, Québec, Canada H3C 3J7
1Present address: Departamento de Ciencias Bâsicas Médicas, Universidad del
None, Barranquilla, Colombia, A.A. No. 1569. E-mail address:
*Corresponding author. Tel: (514)-343-2422; Fax: (514)-343-5701
E-mail address:
301
Abstract
The Madin-Darby canine kidney (MDCK) celi me has become the prototypic celi
type for studying the mechanisms involved in viral glycoproteins transport and
viral assembly in polarized cells. Ibis celi une bas been used in our laboratories
for studying human immunodeficiency virus (H IV-1), despite the fact that MDCK
celis cannot be infected by HIV. In transfected MDCK celis, HIV-1 glycoproteins
are specifically transported to the basolateral celi surface where viral budding
also mostly occurs. However, this model is of Iimited use when viral propagation,
infection of most cells, or larger production of virions, is needed. The initial
objective of this work was thus to establish an MDCK-derived celi une that could
be productively infected by HIV-1, in order to pursue our studies on the
polarization of viral budding. Expression of both receptor and co-receptor for T
tropic strains of the virus showed that canine cells are, in fact, rendered
permissive once virus binding and entry s allowed. In addition, a reduced
infectivity of the viral particles released from the basolateral surface was
observed. Ihis observation most Iikely reflects the interference mediated by CD4
molecules that accumulate at the basolateral domain. Accordingly, this effect was
largely prevented when using viruses that down-regulate ceil surface GD4 by
expression of viral accessory proteins Nef and Vpu. This is a further evidence that
the function of ditferent viral proteins depends of the site of viral budding, which is
itself determined by the presence of targeting signal(s) harbored by viral envelope
glycoproteins. The MDCK celi une, stably transfected to express HIV-1
receptor/co-receptor, wil be well suited to examine these aspects.
Keywords: HIV-1; Polarized celis; MDCK ceils; Accessory proteins; Envelope
glycoprotein
302
1. Introduction
Although human immunodeficiency virus (HIV-1) is mainly produced and
recovered from GD4-positive human lymphocytes, it can also infect several other
cell types such as macrophages and dendritic cells (Levy, 1993). In contrast,
infection of epithelial celis by human or simian immunodeficiency virus remains
controversial. Numerous reports exist on viral transmission through intact
mucosal surfaces suggesting a role for epithelial cells (for examples: Joag et al.,
1997; Miller and Hu, 1999). The presence of virus has also been detected by
different methods in ceils of the intestinal mucosa (Heise et al., 1991; GuI et al.,
1992). In tissue culture, epithelial cells derived from such different tissues as the
thymus, liver, kidney, lung and the oral mucosa can ail be infected (Levy, 1993);
also, t cannot be exciuded that some cells that are refractory to infection by ceil
free virus can be infected via ceil-to-ceil transmission (For examples: Tan et al.,
1993; Moore et al., 2002). In fact, it was reported that, in the context of viral
transcytosis across a tight monolayer of epithelial cells, viral transmission tcould
only be achieved by infected lymphocytes in contact with the apical celI surface
(Bomsel, 1997; Hocini and Bomsel, 1999; Lagaye et al. 2001). Recent
observations on infection of epithelial cells derived from the female genital tract
(for examples: Asin et al., 2003; Yeaman et al., 2003) further support the
importance of iooking more closely at the infection and viral assembly in the
epithelial cells model (for examples: Asin et al., 2003; Yeaman et al., 2003).
The Madin-Darby canine kidney (MDCK) celI une has become the
standard model to study virus assembly in polarized cells. Previous data indicated
that restriction to HIV-1 repiication in MDCK cells was strictly limited to viral entry,
given that these ceils efficiently produced infectious particle when transfected with
proviral constructs or infected with pseudotyped virions (Lodge et al., 1994, 1997;
Hofmann et al., 1999). In transfected MDCK cells, HIV-1 glycoproteins are
specifically transported to the basolateral celI surface where viral budding will also
mostly occur (Lodge et al., 1994, 1997). However, this model is iimited to assays
relying in single-cycle assays that do not require viral propagation or large
number of virions. The initial objective of this work was thus to establish an
MDCK-derived celI une that could be productively infected by HIV-1 to pursue our
studies on the polarization of viral budding. Expression of the CD4 receptor and
303
CXCR4 coreceptor was shown sufficient to render these canine ceils permissive
to HIV-1 T-tropic viral strains. While the site cf virus budding was determined by
the viral glycoprotein, we show hereof that viral accessory proteins differentially
modulate infectivity cf the virus depending on the budding site.
2. Materials and methods
2. 7. Plasmid constructs
The L-T4-SH plasmid containing the CD4 cDNA under control cf the MuLV LTR
and the gene coding for hygromycin resistance under control cf the SV4O viral
promoter was a generous gift from Dr Michael Emerman (Molecular Medicine
Program, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattie, Washington). Ta
construct a vector expressing the CXCR4 HIV co-receptor and harboring a
neomycin resistance gene marker, the HindIII-XhoI fragment from the pcDNA
fusin (CXCR4) piasmid fa generous gift from Dr. Dan R. Littman, Howard Hughes
Medical Institute) was subcloned into the pcDNAI-neo piasmid digested with the
same two restriction enzymes. The different isogenic cloned proviral DNAs,
differing by the presence or absence of YXXL motif in their envelope glycoprotein,
or by the presence or absence cf both viral accessory protein Vpu and Nef, based
on HxBc2 or NL4.3 proviruses, were described in a previous study (Cervantes
Acosta et al., 2001).
2.2. CeIl unes and viruses
Human HEK293T celis, HeLa-CD4-LTR-13-Gal, and the Madin-Darby canine
kidney polarized epithelial ceil une fMDCK ceils) were ail maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium fDMEM), supplemented with 8% fetal calf
serum and antibiotics (penicillin and streptomycin) at 37 C under a 5% C02
atmosphere. Viruses were produced trom proviral plasmid constructs by
transfection in HEK293T cells (24 ig of plasmid DNA per 5 X 1 06 cells) using the
calcium phosphate co-precipitation procedure (Yao et al., 1995). CelI
supernatants containing virus were collected 48 hours post transtection and
frozen in aliquots at —80 C.
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2.3. Establishment of a MDCK celi une expressing CD4 and CXCR4
MDCK celis were cotransfected with the CD4 and CXCR4 expression vectors (12
[ig ot each plasmid per 106 cells) using the calcium-phosphate co-precipitation
technique. The cells were washed with phosphate-buffered saline 24 hours post
transfection and maintained in DMEM supplemented with serum and antibiotics.
Medium was replaced again 24 hours later with addition of selection medium
containing 500 ig/ml of G418 and 250 .lg/ml of hygromycin. Medium was later
changed every two to three days. Colonies that developed atter approximately 2
weeks were separately recovered using small filter paper discs (Whatman)
moistened with trypsin. Filters were transferred into 24 wells microplates. CelIs
were propagated as usual in medium containing both G418 and hygromycin
before being characterized and frozen for future use.
2.4. Infection of transfected celis
Viral stocks were recovered from transfected HEK293T celis, and similar
amounts, as determined by reverse transcriptase activity, were used to infect
clones of transfected MDCK cells potentially expressing CD4 and CXCR4;
negative control MDCK cells or positive control HeLa-14 cells. To ensure access
ot the virus to the basolateral surface, cells were lightly treated with trypsin and
washed with medium before being incubated with viruses. After a contact of 8
hours at 37 C, celis were washed three times and maintained in DMEM
supplemented with serum and antibiotics. For microscopic observation, cells were
seeded onto 4-wells chamber slides (Nalge Nunc International, IL) and infected
24 hours later.
2.5. Quantitation of virus release
CelI supernatants were harvested at different times post-infection, viral pellets
were obtained by ultracentrifugation of the supernatants, and virus release was
quantitated either by measuring reverse transcriptase activity (Lee et aI., 1987) or
via detection of p24 capsid protein using an ELISA assay (Higgins et aI., 1986).
2.6. Microscopic observation of infected celis
lnfected and control cells on chamber slides were fixed for 30 minutes at room
temperature in methanol:acetone (1:1) and stained for 1 hour at 3TC with crystal
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violet (0.1% w/v in 0.1M citric acid). Staining solution was removed and stained
cells were washed 3 times in phosphate-buffered saline. Observations were
made at bOX magnification under a Nikon Eclipse E600 microscope equipped
with a DXM1200F digital camera.
2.7. Determination 0f polarized virus budding
Polarized viral budding was examined using previously described techniques,
with some modifications (Lodge et al., 1994). Briefly, 106 cells were seeded per
2.5 cm diameter culture chambers on semi-permeable 1 im pore-diameter filter
membranes (Falcon No 3102) and infected with viruses recovered trom
transfected HEK293f cells. After 8 hours of incubation, cells were washed with
phosphate-buffered saline and maintained in DMEM supplemented with serum
and antibiotics. Polarization of the cellular monolayer was veritied by monitoring
the electrical resistance between upper and lower chamber compartments
(Millicel-ERS electrical resistance system, Millipore). Media bath ing the apical and
basolateral sides ot the membrane tilter were separately collected and viral
release was measured by performing a reverse transcriptase activity assay.
2.8. Determination of viral infectivity
The infectivity of viruses collected from the apical and basolateral sides ot the
membrane filter was measured using the MAGI assay (Kimpton and Emerman,
1992). The reverse transcriptase activity present in supernatants recovered trom
each side of the cellular monolayer was tirst measured (Lee et al., 1987).
Ditferent dilutions of these viral stocks were then used to infect HeLa-CD4-LTR-13-
Gal indicator celI line (MAGI cells). The number of positive (blue) cells was
determined 48 hours post-infection by incubation in the presence of the 3-
galactosidase substrate. Values of relative infectivity were calculated by dividing
the number of blue cells by the reverse transcriptase activity units used to
inoculate each well.
3. Results
3. 7. Generation of MDCK celi clones expressing HI-7 receptor/co-receptor
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Canine MDCK oeils are permissive to reverse transcription, integration,
expression and assembly of HIV-1 when cioned proviral DNA is introduced by
transfection or when celis are infected with pseudotyped virions. However, to
establish fuliy permissive celis, t is necessary to bypass the biock to virus binding
and entry, resuiting from a lack of both receptor and co-receptor at the surface of
these oeils. Proviral strains mainly used in our laboratory, and many commoniy
used H1V-1 laboratory strains, are T-tropic viruses that use the ohemokine
CXCR4 receptor as the co-receptor, in conjunotion with CD4, to infect their target
oeIls. We thus chose to introduoe this co-reoeptor, together with CD4, in an effort
to tender the MDCK canine oeils permissive to H IV-1. Sepatate vectors were
designed, encoding the receptor and co-receptor, as described in Materials and
Methods. Each vector possesses a distinct resistance marker ailowing
simultaneous seleotion of oeils harboring the hygromyoin and neomycin (G418)
resistance marker. initiai experiments showed that selection of oeils expressing
either CD4 or CXCR4 alone is insufficient to ensure HIV infection of MDCK oeils
with the 1-tropic CXCR4-dependent virus strains used in this study (data not
shown). Experiments were thus initiated to simultaneously seleot oeils with both
resistance markers, and thus likely to express both the CD4 and CXCR4 celi
surface molecule. As expected, the proportion of oeils stabiy expressing both
markers was somewhat reduced compared to a single-seleotion experiment;
seven colonies were finally isolated, grown and turther charactetized. Aithough
precise growth curves were not estabiished for these oeils, no apparent
morphological or growth ohanges was noticed, as compated to parental MDCK
oeils.
3.2. Permissiveness 0f MDCK oeils expressing CD4/CXCR4 to HIV-7 infection
in the first chataoterization of the seven double-resistant clones, simple
approaches were used to determine if these oeils could support vital
multiplication. Viruses were tirst produced by transient transfection of cioned
provirai DNA in HEK293T oeils, ailowing efficient transfeotion and efficient
expression from the piasmid harboring an SV4O repiication origin. The HXBc2-
vpu+ provirai construct was chosen to take advantage of the ability of Vpu to
enhance viral release in infected oeils. These viruses were then used to infect the
seven MDCK oeil clones.
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In a first screening experiment, released reverse transcriptase activity was
measured in the MDCK celis supernatants 3 days post-infection. Ail seven clones
showed levels cf reverse transcriptase activity that were 3 to 4-fold over the
background cf control MDCK cells (Fig. lA). Three cell clones (#7, #8 and #1O)
were chosen for further characterization. They were further examined by a
second approach at different times post-intection, to ensure that they can be
productively infected with HIV-1 and that virus propagated in these cells. CelIs
were again infected with the virus produced in HEK293T cells. The release of
HIV-1 p24 major capsid protein in the supernatant cf putatively-intected MDCK
cells was measured by ultracentrifugation, followed by ELISA assay on the viral
pellets obtained. This ensures that actual virus production was measured since
viral particles beund to the ceils will net be recevered by this procedure, while the
possibility et remaining ineculum was ruled eut using negative-contrel MDCK
cells. Ail three clones exhibited a kinetic cf virus replication similar te centrel
HeLa-T4 cells (Fig. lB), showing a peak cf virus release 3 days pest-infection,
with a decrease thereafter. Peak virus production appeared similar in MDCK cell
clones and HeLa-T4 celis, althcugh the assay was net strictly quantitative, while
enly background level (less than 5%) was observed in the negative-centrol MDCK
cel Is.
3.3. Syncytia formation in infected celis
lnfected cells were aise examined fer the formation cf syncytia, a classical
cytepathic eftect observed upon infection cf CD4-pcsitive celis by T-trepic
syncytium-inducing strains cf HIV. Although syncytia were observed with clones
#8 and #lO, their size and number was reduced compared te these ebserved in
infected HeLa-T4 cells used as positive centrel (data net shewn). However,
interestingly, syncytia were ebserved in clone #7 at levels apprcaching these
ebtained in HeLa-T4 cells (Fig. 2). CelI clone #7 was thus kept fer further study
and will be referred te as MDCK-T4/R4 (MDCK celis expressing beth CD4 and
CXCR4). Altegether, the results cf viral infection indicate that MDCK celis exhibit
a restriction te HIV-l infection that is strictly limited te virus binding and entry.
Expression cf the CD4 recepter and preper co-recepter renders the cells
permissive te H IV-l infection and replicatien, as revealed by production cf virions
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and expression of viral glycoproteins at the celi surface of intected ceils, resulting
in celi-to-ceil fusion.
3.4. Polarized virus budding in HIV-infected MDCK-T4/R4
The polarization of virus budding was then examined in order to verify that the
MDCK-T4/R4 celis have retained their polarized phenotype and the ability to
allow polarized release of HIV-1 virions, Introduction ot proviral DNA by
transfection, using previously established procedure (Lodge et aI., 1994), did
confirm that the celis are stili normally polarized, as also indicated by normal
development ot transepithelial electrical resistance (data flot shown). Celis were
then infected and seeded onto semipermeable filters. Polarization of viral budding
was observed, with about 75% of the virus released from the basolateral
membrane surface (Fig. 3). This targeting of virus budding was dependent on the
previously characterized tyrosine-based (YXXL) basolateral targeting signal in the
intracytoplasmic domain of viral envelope glycoprotein; the mutant virus, in which
the tyrosine-based motif was abolished (Y712S) was released in similar amount
from both cell surfaces with total viral production similar to that obtained with the
the wild type envelope glycoprotein virus (Fig. 3).
3.5. lnfectivity of viruses released from different membrane surfaces of MDCK
T4/R4 ceils
The infectivity of virus released from infected MDCK-T4/R4 cells was next
examined. Viruses harboring wild type envelope glycoprotein were produced in
HEK2931 celis and used to infect MDCK-T4/R4 celis. Specific infectivity 0f the
viruses released in apical and basolateral media were determined in the MAGI
assay, as described in Materials and Methods. Surprisingly, the small amount of
virus released from the apical surface did show a significant, up to six fold, higher
specific infectivity compared to the virus released at the basolateral surface (Fig.
4).
Previous work has shown that viruses collected form the basolateral and
apical side of MDCK cells, when transfected with HIV-1 proviral DNA, display
similar infectivity (Lodge et aI., 1997). A possible explanation for the difference
observed in MDCK-T4/R4 celis is the presence of CD4 in these cells. The
presence of CD4 at the surface of HIV producer ceils has been shown to reduce
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HIV-1 intectivity (Lama et al., 1999; curtés et-a[, 2002v Lama, 203; Lévesque et
aI., 2003, 2004; Tanaka et al., 2003).
While CD4 at the apical celi surface could flot be detected by FACS
analysis, low levels were observed when the antibody was applied at the
basolateral side (data flot shown), despite possibly limited access by diffusion
across the semipermeable filter. This supports earlier reports indicating that the
CD4 moiecule is preferentially inserted at the basolateral membrane of polarized
epithelial celis (Rabenandrasana et ai., 1990).
If the reduced infectivity observed in basolaterally-released virions is
actually due to CD4 accumulation, t can be expected that accessory proteins Vpu
and Nef, which are able to counteract the negative effect of CD4 on infectivity
(Lama et al., 1999; Cortes et al., 2002; Bour et al., 2003; Lama, 2003; Lévesque
et al., 2003, 2004), will have a predominant effect on viruses reieased from the
basolateral surface. Since the virus previously used Iacked the net gene, a
ditferent set ot isogenic proviruses producing the Net and Vpu proteins, or lacking
both of these, were produced in HEK293T cells and used to infect MDCK-T4/R4
cells. The nef÷/vpu÷ viruses exhibited a similar specific infectivity when released
from either ceIl surface while nef-/vpu- viruses were 5 times less intectious when
released trom the basolaterai membrane (Fig. 5), supporting the importance ot
the accessory proteins to counteract an inhibitory eftect that is most likely due to
the presence of CD4 at the basolateral surface.
4. Discussion
The primary objective of the work reported herein was to establish a MDCK cell
une that can be productively intected by HIV and thus facilitate the study of HIV in
this best-characterized epithelial celi une. Infection will permit, in contrast to the
previously used DNA transtection, to study a homogeneous celI population with
ail cells producing viruses.
Expression of the main H IV-1 receptor, the CD4 molecule, is flot sufficient
and that expression ot another molecule expressed in human lymphocytes is
required for infection of murine celis (Maddon et al., 1986). Molecules belonging
to the chemokine receptor family GTP-coupled seven transmembrane proteins
act as the co-receptors that mediate entry ot T-tropic (CXCR4) and macrophage-
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tropic (CCR5) viral isolates (Berger et al., 1999; Yi et al., 1999). However,
numerous studies have established that the establishment of a productive
infection in mouse, is blocked at different stages of the viral replication cycle even
in cells co-expressing human CD4 and CXCR4 (See among others: Hart et al.,
1989; Newstein et al., 1990; Garber et al., 1998; Bieniasz and Cullen, 2000;
Mariani et aI., 2000, 2001; Baumann et al., 2004; Hatziioannou et al., 2004).
There are only few examples in the literature where CD4!coreceptor
expression in nonhuman cells is sufficient to allow productive HIV infection.
Although there are many reports indicating that cells expressing these two
molecules are rendered susceptible to the viral envelope-dependent fusion
process (Berson et al., 1996; Feng et al., 1996; MOnk et al., 2002), the data
concerning productive virus infection are much more limited. Short-term viral
production was observed in HIV-infected rabbit ceils although no evidence that
the virus can actually propagate in these ceils was presented (Speck et al., 1998).
Even in simian cells, post-entry blocks prevent a normal productive infection
(MLnk et al., 2002). b our knowledge. the closest model of productive HIV-1
infection in nonhuman cells is the report of the mink cell line, Mv.1 .Lu, these cells
are able to form syncytia and apparently support productive H IV-1 replication to
levels approaching those of human cells (Koito et al., 2003). Rat ceils were also
reported to become permissive when they express CD4 and a co-receptor,
although viral production was reduced compared to human cells (Keppler et al.,
2001). The canine celI line characterized in the present study also produced virus
that could be recovered, quantitated, and tested for its infectivity in classical
assays. The virus clearly replicated in the cells, viral production peaked after few
days and decreases thereatter as observed in intected cultures of human
lymphocytes.
lnfected MDCK-T4/R4 cells are able to support YXXL-dependent targeting
of viral envelope glycoprotein and viral budding at the basolateral surface despite
formation ot syncytia that was observed in these cells. However. there was a
partial “leakage” toward the apical surface, that could partly results from
cytopathic effects induced by the virus, but most likely by saturation of the
transport machinery due to higher level of virus production compared to the
situation observed upon transfection of cloned proviral DNA. Similar observations
of incomplete targeting have been reported in the literature (see for example: Tan
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et al., 1993). Nevertheless, the MDCK-T4/R4 oeils are olearly adequate to study
virus assembly in a polarized celis context. The oeil une is already exploited in the
iaboratory and was recently used to study the polarized distribution of a panel of
HIV-1 envelope glycoproteins mutants by immunofluorescence, studies that were
essentially impossible to perform using previously used transfection procedures
(Welman et al., submitted).
Obviously, other more natural targets of HIV, such as lymphocytes, can
also exhibit polarization of virus assembly and budding (Deschambeault et ai.,
1999). This directed viral egress observed for many viruses at site of ceil-to-celi
contact, resuiting in the so-called viral synapse, probably favors virus propagation
(Johnson and Huber, 2002; Jolly and Sattentau, 2004; Joliy et al., 2004; Piquet
and Sattentau, 2004), However, epithelial celis are stiil the best celi type to study
polarization of virus budding at distinct membrane domains, since viruses
targeted at the apical or basolateral membrane can be separately recovered and
further studied. The MDCK oeil une remains the best characterized and easiest to
manipulate polarized epithelial oeil hne. The possibility to infect these oeils wiil
now aliow us to investigate novel aspects of virus assembly in the context of
differentiated oeil surfaces.
The MDCK-T4/R4 oeil une has aiready allowed us to further establish the
importance of oellular polarization in virus assembly, showing an important
difterence in viral infeotivity depending on virus assembly site. In MDCK-T4/R4
oeils, the presence of Vpu and Nef increases viral intectivity more than 10-fold at
the basolaterai surface but iess than 3-fold at the apical surface. This is most
probably the result of CD4 polarization at the basolateral surface and is
somewhat reminisoent of the observations that oolooaiisation of Nef and CD4 in
lipid rafts is required for the Nef-dependent CD4 dowmodulation and increased
viral infeotivity (Alexander et al., 2004). We also previously reported a differential
effeot of Vpu on viral infectivity, even in CD4-negative oeils, depending on the
presence of the targeting signal (Cervantes-Acosta et al., 2001), while other
investigators reported a funotional interaction between a Nef mutant (Nef-Fi 2)
and the viral envelope glyooprotein (Olivetta et ai., 2000). Altogether, these data
cieariy show that due caution should be exerted when looking at the effect of virai
accessory proteins given that their activity may depend on the nature of the viral
envelope glycoprotein, the differenciation status of the host oeIls, or both.
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Reciprocally, the presence ot viral accessory proteins could influence the
phenotype resulting from changes in the viral envelope glycoprotein.
Altogether, the work reported herein supports the idea that canine cells
can be rendered permissive to H IV-1 replication once they express both CD4 and
an adequate co-receptor for the virus. This also raises the interesting possibility of
developing a canine model ot H IV-1 infection, especially since presently available
transgenic mice or rabbits only support very low levels of HIV replication
(Browning et al., 1997; Dunn et al., 1995). Additional work using various canine
celI types such as lymphocytes, macrophages and dendritic cells transduced to
express human CD4/CXCR4 or CD4/CCR5 should logically precede any attempts
to establish such a model of HIV infection.
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Fig. 1. Infection of hygromycin/G-418 resistant MDCK celI clones expressing
human CD4 and CXCR4. lnfectious HIV-1 virions were recovered from HEK2931
cells transfected with the HxBc2 proviral DNA construct (Vpu+, Nef-) and used to
infect 7 different MDCK ceIl clones exhibiting resistance to both hygromycin and
G-418 and thus harboring the human CD4 and CXCR4 expression vectors.
Untransfected MDCK ceils were used as a negative control and HeLa-CD4 cells
as a positive control ot permissive cells. (Panel A) Supernatants were harvested
three days post-infection and viral release was quantitated by reverse
transcriptase activity assay on viral pellets obtained by ultracentrifugation. (Panel
B) Three clones exhibiting highest levels of reverse transcriptase activity in the
previous experiment were again infected, samples were harvested each three
days and virus was quantitated by p24 ELISA assay on viral pellets obtained by
ultracentrifugation of celI supernatants.
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Fig. 2. Syncytia formation in infected MDCK celis. The CD4 and CXCR4 positive
MDCK celi clone #7 was intected with wild type NL4.3 virus (Vpu+, Net÷),
Untransfected MDCK ceils were used as a negative control and HeLa-CD4 ceils
as a positive control. Ceils were stained as described in Materials and Methods
and examined at bOX magnitication at either 48 or 96 hours post-intection, as
indicated. Close up panels are presented to better show syncytia and cytopathic
eftects in HeLa-CD4 cells and MDCK ceil clone #7 (MDCK-T4/R4).
324
HeLa
HeLa-CD4
Clone #7
Mock 48 hrs 96 hrs
325
Fig. 3. Polarized viral budding in infected MDCK-T4/R4 ceils. Viral stocks
harboring either the wild type or Y712S mutant viral glycoprotein devoid of
basolateral targeting signal (in the context of (vpu-, net-) virus backbone) were
prepared by transfection of HEK293T ceils. These viruses were used to infect
MDCK-T4/R4 celis grown onto semipermeable membrane filters. Oeils were
allowed to grow to confluency and polarization of the celI monolayer was verified
by monitoring the electrical resistance between upper and lower chambers. Apical
and basolateral supernatants were harvested and viral release was measured by
reverse transcriptase activity. The results presented are representative of three
distinct experiments.
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Fig. 4. Infectivity of viruses released from MDCK-T4/R4. Virus stock harboring
wild type envelope glycoprotein (in a vpu+, nef- backbone) was generated by
transfection of HEK293T celis. MCDK-T4/R4 celis were infected and media
containing virus were recovered from apical and basolateral chambers. Total
virus amount was determined by measuring reverse transcriptase activity. To
determine virus infectivity, serial dilutions of viruses were used to infect the HeLa
CD4-LTR-13-GaI indicator celi une (MAGI celis). The number of positive (blue)
intected celis was determined 48h later by staining for 3-galactosidase activity.
Resuits are presented as the average of two samples, with variations indicated by
error bars, in a representative example out of tive distinct experiments.
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Fig. 5. Effect cf viral accessory proteins Vpu and Nef on infectivity ot viruses
released from MDCK-T4/R4. Viral stocks cf vpu-/nef- or vpu÷/nef÷ NL4.3-based
viruses harboring wild type envelope glycoprotein were generated by transfection
cf HEK293T cells. MCDK-f4/R4 cells were infected and media containing virus
were recovered trom apical and basolateral chambers and virus infectivity
measured by the MAGI assay as in previous figure. Results are presented as the
average cf two samples with variations indicated by error bars and are
representative cf tour distinct experiments.
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